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RESUMO 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença infecciosa causada, no Brasil, pela espécie 
Leishmania (Leishmania) infantum e, atualmente, não existem vacinas e/ou terapias 
profiláticas para a LV em humanos, sendo as abordagens farmacológicas atualmente 
utilizadas, oriundas do processo de reposicionamento de fármacos. Neste contexto, o objetivo 
do presente trabalho foi realizar estudo pré-clínico dos fármacos anticâncer letrozol (LET) e 
pamidronato (PAM), visando identificar novas opções terapêuticas para tratamento da LV 
humana. A atividade antileishmania, in vitro, dos fármacos foi avaliada por meio das atividades 
antipromastigota e antiamastigota de L. infantum, com avaliação da citotoxicidade celular e 
produção de óxido nítrico (NO), por 72 horas. No contexto ex vivo, as atividades antileishmania 
e imunomoduladora dos fármacos foram avaliadas utilizando-se leucócitos do sangue 
periférico humano, que foram incubados com L. infantum, e com LET e PAM, por 6 horas. A 
atividade antileishmania foi avaliada em monócitos clássicos e não clássicos, e neutrófilos 
ativados e não ativados. Também, aspectos fenotípicos-funcionais foram avaliados nas 
subpopulações de monócitos e neutrófilos, bem como linfócitos T CD8- e CD8+ e B. O potencial 
antileishmania de LET e PAM in vivo foi avaliado por meio da quantificação da carga 
parasitária do baço e fígado, em camundongos Balb/c infectados com L. infantum, e a 
atividade imunomoduladora foi avaliada por meio da quantificação de citocinas séricas. A 
análise dos resultados in vitro mostrou que ambos os fármacos apresentaram atividade 
antipromastigota, observando-se formação de vacúolos no citoplasma das promastigotas, 
bem como alteração na morfologia do cinetoplasto e mitocôndria. Foi observado que LET e 
PAM promoveram redução tanto da quantidade de macrófagos infectados quanto das 
amastigotas intracelulares, de maneira concentração dependente. Não foi observada 
produção de NO, e nas condições avaliadas, LET e PAM, apresentaram viabilidade celular 
acima de 70%. Pelo modelo ex vivo utilizado, usando leucócitos humanos, LET e PAM 
promoveram redução das formas internalizadas de L. infantum na subpopulação de monócitos 
clássicos. A caracterização fenotípica das subpopulações de monócitos e neutrófilos 
evidenciou que o tratamento promoveu aumento da expressão de HLA-DR nos monócitos, e 
a expressão dos receptores do tipo Toll (TLR) 2 foi elevada e de TLR-4 reduzida, em todos os 
tratamentos, na subpopulação de monócitos clássicos. Também não foi observada produção 
de NO por esta metodologia. LET e PAM promoveram aumento de IL-12, e redução de IL-10 

e TGF-β, pelos monócitos e neutrófilos. Foi demonstrado aumento de IFN- pelos linfócitos T 
CD8- e CD8+, e de TNF pelos linfócitos B, bem como redução de IL-10 pelas subpopulações 
de linfócitos avaliadas. E por meio das análises de microscopia eletrônica de transmissão, foi 
possível sugerir que LET e PAM promovem danos às amastigotas intracelulares. Os 
resultados in vivo mostraram que LET na dose de 2,0 mg/Kg e PAM a 10,0 mg/Kg promoveram 
redução da carga parasitária do fígado. Diante dos resultados obtidos, demonstramos que 
LET e PAM podem ser elegíveis para avaliação como potenciais alternativas terapêuticas e/ou 
como protótipos para tratamento da leishmaniose visceral humana. 

 

Palavras-chave: leishmaniose visceral humana; reposicionamento de fármacos; letrozol; 
pamidronato. 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Visceral leishmaniasis (VL) is an infectious disease caused in Brazil by the species Leishmania 

(Leishmania) infantum and, currently, there are no vaccines and/or prophylactic therapies for 

VL in humans, and the pharmacological approaches currently used, originating from the 

process drug repositioning. In this context, the objective of the present study was to carry out 

a preclinical study of the anticancer drugs letrozole (LET) and pamidronate (PAM), aiming to 

identify new therapeutic options for the treatment of human VL. The antileishmania activity of 

the drugs in vitro was evaluated by means of the antipromastigote and antiamastigote activities 

of L. infantum, with evaluation of cell cytotoxicity and production of nitric oxide (NO), for 72 

hours. In the ex vivo context, the antileishmania and immunomodulatory activities of the drugs 

were evaluated using leukocytes from human peripheral blood, which were incubated with L. 

infantum, and with LET and PAM, for 6 hours. Antileishmania activity was evaluated in classic 

and non-classic monocytes and activated and non-activated neutrophils. Also, phenotypic-

functional aspects were evaluated in monocyte and neutrophil subpopulations, as well as CD8- 

and CD8+ and B lymphocytes. The antileishmania potential of LET and PAM in vivo was 

evaluated by quantifying the parasitic load of the spleen and liver, in Balb/c mice infected with 

L. infantum, and immunomodulatory activity was assessed by quantifying serum cytokines. 

The analysis of the results in vitro showed that both drugs showed antipromastigote activity, 

observing the formation of vacuoles in the cytoplasm of the promastigotes, as well as changes 

in the morphology of the kinetoplast and mitochondria. It was observed that LET and PAM 

reduced both the number of infected macrophages and the intracellular amastigotes, in a 

concentration-dependent manner. NO production was not observed, and in the evaluated 

conditions, LET and PAM, presented cell viability above 70%. By the ex vivo model used, using 

human leukocytes, LET and PAM reduced the internalized forms of L. infantum in the 

subpopulation of classic monocytes. The phenotypic characterization of monocyte and 

neutrophil subpopulations showed that the treatment promoted an increase in the expression 

of HLA-DR in monocytes, and the expression of Toll-like receptors (TLR) 2 was high and that 

of TLR-4, in all treatments, in the subpopulation of classic monocytes. Nor was NO production 

observed by this methodology. LET and PAM promoted an increase in IL-12, and a reduction 

in IL-10 and TGF-β, by monocytes and neutrophils. An increase in IFN- by CD8- and CD8+ T-

lymphocytes, and TNF by B-lymphocytes was demonstrated, as well as a reduction in IL-10 

by the evaluated lymphocyte subpopulations. And through transmission electron microscopy 

analyzes, it was possible to suggest that LET and PAM promote damage to intracellular 

amastigotes. The in vivo results showed that LET at 2.0 mg/kg and PAM at 10.0 mg/kg 

promoted a reduction in the parasitic burden of the liver. In view of the results obtained, we 

demonstrated that LET and PAM may be eligible for evaluation as potential therapeutic 

alternatives and/or as prototypes for the treatment of human visceral leishmaniasis. 

 

Keywords: human visceral leishmaniasis; drug repositioning; letrozole; pamidronate. 
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1. INTRODUÇÃO 

Doenças tropicais continuam a assolar comunidades pobres nos países em 

desenvolvimento, devido, em grande parte, à falta de políticas públicas eficientes. Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), doenças tropicais negligenciadas (DTN), são doenças 

que incapacitam ou matam milhões de pessoas e representam uma necessidade médica 

importante que permanece não atendida. As leishmanioses compreendem uma das DTN, 

ocupando o segundo e o quarto lugar, em mortalidade e em morbidade, respectivamente 

(WHO, 2020).  

A ausência de vacinas para humanos e programas que apresentem eficácia no 

controle vetorial faz com que a quimioterapia seja uma das principais medidas utilizadas para 

o controle de todas as formas clínicas da doença. Até o momento, não existe terapêutica ideal 

para as leishmanioses, as opções são limitadas e insuficientes e os principais desafios são 

baixa eficácia, elevada toxicidade e a emergência de cepas resistentes (Guido et al., 2010; 

Murray, 2010). Esse cenário é agravado pelo número limitado de medicamentos e pela falta 

de inovação nos programas de pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos (P&D) na área 

de doenças negligenciadas (Nwaka & Hudson, 2006). Dessa forma, é essencial a 

concentração de esforços globais (governo – academia – indústria) para a criação e 

manutenção de programas de P&D, descoberta de novas alternativas terapêuticas e controle 

para tratamento dessas doenças (Guido et al., 2010). 

Considerando os desafios encontrados para os tratamentos disponíveis das 

leishmanioses humanas, busca-se em novas alternativas terapêuticas respostas resolutivas 

a essas questões. Neste contexto, nosso grupo tem realizado pesquisas que visam a 

identificação de novas opções quimioterápicas para as leishmanioses, especialmente para 

tratamento da leishmaniose visceral, utilizando abordagem de reposicionamento de fármacos 

antitumorais e imunomoduladores, por meio de avaliação pré-clínica, envolvendo a 

caracterização da atividade antileishmania no contexto in vitro, ex vivo e in vivo.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Realizar estudo pré-clínico dos fármacos anticâncer letrozol e pamidronato, visando 

identificar novas opções terapêuticas para tratamento da leishmaniose visceral humana.  

2.2 Objetivos específicos 

Em relação aos fármacos letrozol e pamidronato: 

▪ Avaliar in vitro as atividades antipromastigota e antiamastigota de L. infantum, bem 

como a citotoxicidade, em modelo de macrófagos derivados de células THP-1; 

▪ Avaliar as alterações ultra estruturais e subcelulares nas formas promastigotas de L 

infantum; 

▪ Avaliar em modelo ex vivo o potencial antileishmania em monócitos e neutrófilos do 

sangue periférico humano incubados com formas promastigotas de L. infantum; 

▪ Caracterizar o perfil de citotoxicidade e fenotípico-funcional de monócitos e neutrófilos 

do sangue periférico humano incubados com L. infantum e após tratamento com os 

fármacos; 

▪ Caracterizar o perfil de citotoxicidade e fenotípico-funcional de linfócitos B e T CD8- e 

T CD8+ do sangue periférico humano incubados com L. infantum e após tratamento 

com os fármacos; 

▪ Avaliar as alterações ultraestruturais e subcelulares dos leucócitos do sangue 

periférico humano incubados com L. infantum e após tratamento com os fármacos; 

▪ Verificar a eficácia in vivo em modelo de leishmaniose visceral experimental, por meio 

da quantificação da carga parasitária do baço e fígado; 

▪ Caracterizar o potencial imunomodulador dos fármacos letrozol e pamidronato in vivo, 

por meio da quantificação de citocinas presentes no soro. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Aspectos gerais das leishmanioses  

As leishmanioses são doenças infecciosas causadas por parasitos protozoários 

intracelulares obrigatórios pertencentes ao gênero Leishmania, ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae (Ross, 1903). São encontradas em populações de mais de 90 países, 

compreendidos em áreas tropicais e subtropicais das Américas, África, Ásia e Europa (WHO, 

2020). Pessoas de todas as idades podem adquirir leishmaniose se morarem ou viajarem para 

áreas endêmicas e a transmissão é mais comum em áreas rurais, mas pode ser encontrada 

na periferia de algumas cidades (WHO, 2020).  

A Leishmania é transmitida para os humanos por meio da picada de insetos 

flebotomíneos fêmeas infectados (gênero Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho 

Mundo) (Georgiadou et al., 2015; WHO, 2020). As formas promastigotas metacíclicas 

presentes na glândula salivar desses insetos são introduzidas na junção derme-epiderme do 

hospedeiro vertebrado durante a repasto sanguíneo. Neste local os parasitos são fagocitados 

pelas células do sistema fagocítico mononuclear (SFM). Uma vez fagocitados, os parasitos 

se transformam em amastigotas no interior do vacúolo parasitóforo das células do SFM, dentre 

as quais, os macrófagos. No interior destas células as formas amastigotas se multiplicam por 

divisão binária e são as responsáveis pelas infecções, que podem acarretar lesões cutâneas 

e viscerais (Conceição-Silva & Alves, 2014) (Figura 1). Na sequência da transmissão, durante 

a hematofagia, os flebotomíneos podem ingerir formas amastigotas do hospedeiro infectado, 

que são transformadas em formas promastigotas metacíclicas, que irão se instalar na glândula 

salivar do inseto, o que permite a transmissão do protozoário para o novo hospedeiro durante 

um novo repasto sanguíneo (Conceição-Silva & Alves, 2014).  

O curso da infecção e as formas clínicas das leishmanioses são definidos tanto por 

fatores relacionados ao parasito (espécie, cepa, forma evolutiva, número inicial), quanto ao 

hospedeiro (status imunológico e nutricional, idade, presença de co-morbidades) (Conceição-

Silva & Alves, 2014). O Ministério da Saúde divide e classifica as leishmanioses em duas 

formas clínicas: Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV). 
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Figura 1. Ciclo de transmissão das leishmanioses. (Adaptado de CDC, 2020) 

 

Existem cerca de 20 espécies de Leishmania que podem parasitar o homem (CDC, 

2020), pertencentes aos subgêneros Leishmania e Vianna (Bates, 2007). No Brasil, a LT está 

associada, principalmente, à infecção pelas espécies Leishmania (Vianna) braziliensis, 

Leishmania (Vianna) guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis e a LV pela 

Leishmania (Leishmania) infantum (Anversa et al., 2018). Outras espécies, como Leishmania 

(Vianna) lainsoni, Leishmania (Vianna) naiffi, Leishmania (Vianna) shawi e Leishmania 

(Vianna) lindenbergi também podem provocar quadros de LT, mas são menos comuns 

(Anversa et al., 2018).  

De acordo com a OMS, de 200 países e territórios, 98 foram endêmicos para 

leishmanioses em 2018. Desses, 68 países são endêmicos tanto para LV quanto para LT, 9 

endêmicos somente para LV e 21 somente para LT, estimando-se que cerca de 1 bilhão de 

pessoas vivam nessas áreas (PAHO, 2020) e que 350 milhões estejam em risco de infecção 

(PAHO, 2020). Atualmente, calcula-se que mais de 12 milhões de pessoas possuam alguma 

forma de leishmaniose (PAHO, 2020), com incidência anual entre 0,9-1,6 milhões de novos 

casos (PAHO, 2020). 

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saúde, em 2019 foram registrados 15.484 

casos de LT, sendo confirmados, em média, 21.000 casos/ano, com um coeficiente de 
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incidência de 8,6 casos/100.000 habitantes. Já para a LV, são registrados cerca de 3.500 

casos/ano, com um coeficiente de incidência de 2,0 casos/100.000 habitantes. No ano de 

2019, foram confirmados 2.529 casos, com 207 óbitos o que corresponde a uma letalidade de 

9,0 % (Ministério da Saúde, 2020).  

 

3.2 Leishmaniose visceral 

 A leishmaniose visceral, causada pelas espécies de Leishmania donovani 

(principalmente, na Índia e África Oriental) e Leishmania infantum (demais regiões do mundo), 

é a apresentação mais grave da infecção (Conceição-Neto & Silva, 2014), que pode variar 

desde a forma assintomática até a forma clássica grave, potencialmente fatal. Os sintomas 

clássicos compreendem febre recorrente, mal-estar e calafrios. Manifesta-se, principalmente, 

por quadros de esplenomegalia, acompanhados ou não de hepatomegalia (Bhattacharya & 

Ali, 2013; Conceição-Neto & Silva, 2014; Rodrigues et al., 2016). 

Células do sistema fagocítico mononuclear localizadas no baço, fígado, medula óssea 

e linfonodos apresentam elevado parasitismo. Anemia, trombocitopenia e neutropenia 

também são frequentes. Na LV clássica grave, icterícia e ascite podem estar presentes, além 

de trombocitopenia juntamente com depleção de protrombina que podem ocasionar 

hemorragia severa (Rodrigues et al., 2016). Coinfecções, particularmente HIV, tuberculose e 

pneumonia bacteriana, tornam-se comuns e são causas frequentes de morte (Dayakar et al., 

2019). 

Anualmente, estima-se que ocorram, em todo o mundo, entre 50.000 e 90.000 novos 

casos de LV que, se não tratada, é fatal em 95% dos casos, sendo uma das principais doenças 

parasitárias com potencial de surto e mortalidade (WHO, 2020). Em 2018, mais de 95% dos 

novos casos notificados à OMS ocorreram em 10 países: Brasil, China, Etiópia, Índia, Iraque, 

Quênia, Nepal, Somália, Sudão do Sul e Sudão. 

 

3.3 Aspetos imunopatológicos na leishmaniose visceral 

A interação entre os parasitos de Leishmania spp. e as células hospedeiras 

determinam o curso da infecção, incluindo aspectos da resposta imune inata, como primeira 

linha de defesa (Meira & Gedamu, 2019; Dayakar et al., 2019). Inicialmente, durante repasto 

sanguíneo, componentes presentes na saliva do inseto promovem recrutamento rápido e 

sustentado de neutrófilos para o local da inoculação (de Menezes et al., 2016; Meira & 

Gedamu, 2019). Tem sido observada ativação da via do inflamassoma em neutrófilos levando 

à produção de IL-1β, citocina pró-inflamatória que atua ampliando o recrutamento de 

neutrófilos. No local da infecção, essas células desempenham papéis protetores após o 
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reconhecimento e fagocitose das promastigotas de Leishmania, promovendo a morte dos 

parasitos por meio da geração de espécies reativas de oxigênio, bem como por meio das 

redes extracelulares de neutrófilos (NETs), que podem capturar e matar parasitos por um 

mecanismo que envolve a liberação de cromatina descondensada, histonas e proteínas 

microbicidas, extracelularmente (de Menezes et al., 2016; Meira & Gedamu, 2019).   

Em modelo de leishmaniose visceral experimental murino utilizando L. infantum, foi 

observado que a depleção de neutrófilos não altera a carga parasitária no fígado, mas 

promove significante aumento no baço e na medula óssea. A ausência dessas células 

desencadeou elevada produção de IL-10 e IL-4, com consequente comprometimento da 

resposta imune do tipo 1. Em experimentos in vitro, utilizando neutrófilos humanos, essas 

células promoveram morte da L. infantum por meio da formação de espécies reativas de 

oxigênio (McFarlane et al., 2008). 

Neutrófilos infectados desgranulam e liberam vários mediadores inflamatórios, 

incluindo MIP-1β/CCL4, quimiocina responsável pelo recrutamento de monócitos/macrófagos 

(McFarlane et al., 2008; Meira & Gedamu, 2019). Estes por sua vez, ao fagocitarem neutrófilos 

apoptóticos (“Cavalos de Tróia”), adquirem silenciosamente infecção por amastigotas viáveis 

(Meira & Gedamu, 2019).  

O contato entre o parasito e a célula alvo, promove de maneira facilitada, a entrada de 

Leishmania nos fagócitos mononucleares monócitos/macrófagos (Viana et al., 2018). Essa 

interação depende de vários receptores de superfície, que reconhecem o parasito diretamente 

ou opsonizado, como receptores de complemento (CR1 e CR3), receptores de manose, 

receptores de fibronectina e receptores Fc. Além disso, a interação do parasito com 

receptores do tipo Toll, promove internalização e ativação de vias de sinalização que 

influenciam a resposta imune de monócitos/macrófagos e podem impactar, posteriormente, o 

curso da infecção (de Menezes et al., 2016; Viana et al., 2018). Considerando que os 

monócitos/macrófagos são as principais células alvo para Leishmania, estas células 

apresentam papel crucial na doença estando associadas à destruição do parasito e, 

consequentemente, eliminação da infecção, bem como na manutenção e progressão da 

doença (Giudice et al., 2012).  Foi demonstrado que o aumento da infectividade está 

relacionado aos mecanismos de evasão do parasito, que promovem, dentre outras alterações, 

a redução da produção de óxido nítrico (NO) e de peróxido de hidrogênio, assim, inibindo a 

capacidade dos macrófagos de eliminar os parasitos (de Menezes et al., 2016).  

Os eventos iniciais que ocorrem no local da infecção, bem como a resposta imune 

inata do hospedeiro contra os parasitos de Leishmania, apresentam papel importante (de 

Menezes et al., 2016; Dayakar et al., 2019), mas a imunidade mediada por células T e as 

citocinas produzidas por diferentes tipos celulares desempenham papel crucial no desfecho 
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da doença (Dayakar et al., 2019). Por exemplo, a produção inicial de IL-12 por células 

apresentadoras de antígeno (APCs), induzem a produção de IFN-, por células T, que por sua 

vez, induzem a ativação dos mecanismos microbicidas dos macrófagos (Rodrigues et al., 

2016). Assim, o controle/progressão da infecção está intimamente relacionado à ação 

coordenada de ambas as imunidades inata e adaptativa, processo esse que demanda precisa 

regulação. Citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, IFN-, fator de necrose tumoral (TNF) e 

espécies reativas de nitrogênio como óxido nítrico, estão envolvidos na resistência à infecção 

por Leishmania, enquanto uma resposta moduladora, com produção de citocinas como IL-4 e 

IL-10 se associa ao desenvolvimentoevolução da infecção (Souza et al., 2012; Gollob et al, 

2015). Outros fatores importantes relacionados à susceptibilidade à infecção incluem a 

variação genética e condição nutricional dos indivíduos, que podem influenciar a capacidade 

do hospedeiro em controlar a infecção (Meira & Gedamu, 2019).  

A resolução da doença é atribuída ao estabelecimento de imunidade mediada por 

células, especificamente a ativação e diferenciação de linfócitos T CD4 que estimulam a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF, e as interleucinas IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 

e IL-23 pelos fagócitos, promovendo um microambiente favorável a ativação e eliminação do 

parasito pelas células infectadas (Meira & Gedamu, 2019). Ao passo que o desenvolvimento 

de um fenótipo anti-inflamatório está correlacionado com uma resposta tipo 2, com liberação 

de citocinas, como IL-4, IL-13, IL-10 e fator transformador de crescimento (TGF-β) (Meira & 

Gedamu, 2019).  A abundância de IL-10 e não a falta de IFN-, é determinante para a 

progressão da LV. Elevados níveis de IL-10 inibem parcialmente a produção de IFN-, mas, 

principalmente, a ativação de macrófagos mediada por IFN-, inibindo o receptor do IFN- 

presente na superfície celular dos macrófagos (Dayakar et al., 2019).  

Além disso, outros subtipos de células T apresentam importante papel na patogênese 

da leishmaniose visceral, como as células T CD8, células T reguladoras (Treg) e células TH17 

(Meira & Gedamu, 2019). As células T CD8 produtoras de citocinas pró-inflamatórias e de 

perforinas e granzimas, medeiam proteção contra os parasitos intracelulares (Kaushal et al., 

2014). Os linfócitos T reguladores produtores de IL-10 estão associados com a progressão da 

doença, visto que diminuem a atividade antiparasitária dos macrófagos (Dayakar et al., 2019). 

E, as células TH17, participam do equilíbrio das citocinas pró-inflamatórias, modulando a 

imunidade adaptativa, e secretam a citocina IL-17 que contribui para o recrutamento de 

neutrófilos (Meira & Gedamu, 2019; Dayakar et al, 2019).  

O desfecho da LV está intimamente interligado à resposta imune específica gerada 

pelos órgãos internos, notadamente o fígado e o baço (Meira & Gedamu, 2019). No fígado, 

as amastigotas são encontradas nas células de Kupffer e a sobrevivência e proliferação 

destes parasitos estão associados aos baixos níveis de IFN- e IL-12. Por outro lado, a 
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formação de granuloma em torno das células de Kupffer, com infiltração de monócitos, 

neutrófilos, linfócitos T CD4 e CD8 e produção de TNF, IFN- e IL-12, com consequente 

ativação de macrófagos, promovem o controle e posterior eliminação da infecção (Rodrigues 

et al., 2016; Meira & Gedamu, 2019). Já a progressão da doença no baço, ocorre devido ao 

aumento da produção de MCP-1/CCL2 e maior expressão do seu ligante, que fazem com que 

linfócitos T secretem IL-4 que, por sua vez, ativa macrófagos de maneira alternativa. Essas 

células expressam arginase, que auxilia na biossíntese de poliaminas, que favorecem a 

sobrevivência e o crescimento do parasito. A elevada expressão de PD-1 e/ou de CTLA-4 

contribuem para que as células T CD4 produzam TGF-β, com consequente persistência da 

infecção (Meira & Gedamu, 2019). Também no baço, o controle da infecção ocorre por meio 

da produção de IL-12 e IFN- pelas células T que, por conseguinte, promovem ativação dos 

mecanismos microbicidas dos macrófagos (Rodrigues et al., 2016). Assim, evidências 

sugerem que o desequilíbrio entre as respostas tipo 1 e tipo 2 são fatores críticos na 

patogênese da leishmaniose visceral.  

 

3.4 Reposicionamento de fármacos  

 O processo de descoberta e introdução de novos medicamentos no mercado é longo 

(cerca de 10 a 15 anos) e caro (entre 2 e 3 bilhões de dólares) (Xue et al., 2018; Charlton et 

al., 2018; Pushpakom et al., 2018), somado ao fato de que a probabilidade de sucesso é 

inferior a 10% (Charlton et al., 2018; Xue et al., 2018). No contexto das doenças tropicais 

negligenciadas, grupo ao qual as leishmanioses estão incluídas, os esforços para uma 

inovação terapêutica são limitados, pois não é financeiramente/comercialmente viável para as 

indústrias farmacêuticas, visto que o paciente acometido com leishmaniose possui uma renda 

de menos de dois dólares por dia (Nwaka & Hudson, 2006; Charlton et al., 2018). Assim, 

métodos alternativos para a descoberta de novos medicamentos têm sido implementados 

(Nwaka & Hudson, 2006), e o reposicionamento de fármacos tem sido utilizado como uma 

estratégia importante (Charlton et al., 2018). 

O processo de reposicionamento de fármacos é uma opção efetiva para encontrar 

novas indicações terapêuticas para medicamentos já existentes e comercializados ou que 

estão em fase experimental (Xue et al., 2018; Jourdan et al., 2020; Pushpakom et al., 2018). 

Essa abordagem apresenta várias vantagens, pois os fármacos já estão aprovados pelas 

agências regulamentadoras, possuem métodos de fabricação estabelecidos, contêm dados 

acerca da distribuição, absorção, metabolismo, excreção e toxicidade. Além disso, eles já 

possuem análise de segurança, eficácia e efeitos adversos já estabelecidos pelos ensaios 

clínicos e dispõem de informações de segurança da fase IV (vigilância pós-comercialização), 

que são análises de custo elevado e demorados para serem obtidos (Li & Jones, 2012). 
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3.5 Fármacos atualmente utilizados para tratamento da leishmaniose visceral 

Não existem vacinas ou terapias profiláticas para a leishmaniose visceral em humanos 

(Charlton et al., 2018), e as abordagens farmacológicas atualmente utilizadas para tratamento 

da doença são oriundas do processo de reposicionamento de fármacos (Charlton et al., 2018; 

Andrade-Neto et al., 2018; Braga, 2019).  

3.5.1 Antimoniais pentavalentes  

 Os antimoniais desde a antiguidade eram utilizados tanto como cosméticos quanto 

para tratamento de diversas doenças, como febre tifóide e esquistossomose (Duffin & René, 

1991), e foram as primeiras substâncias efetivas para tratamento da leishmaniose visceral, 

sendo introduzidos em 1945 e permanecendo como medicamento padrão até os dias atuais 

(Sangshetti et al., 2015). O estibogluconato de sódio (Pentostam®) (Figura 2A) e o antimoniato 

de meglumina (Glucantime®) (Figura 2B) são os antimoniais atualmente utilizados (Sangshetti 

et al., 2015; Charlton et al., 2018; Andrade-Neto et al., 2018). 

 

Figura 2. Estruturas químicas dos antimoniais. (A) estibogluconato de sódio e (B) antimoniato de 
meglumina. Fonte: PubChem. 
 
 

 O mecanismo de ação do antimônio pentavalente (SbV) ainda não é totalmente 

elucidado, mas é reportado que possa se comportar como pró-fármaco, sendo reduzido à sua 

forma trivalente (SbIII), que exibe atividade antileishmania (Haldar et al., 2011; Sangshetti et 

al., 2015). Essa conversão, de SbV a SbIII ocorre tanto no macrófago quanto na forma 

amastigota de Leishmania, sendo mediada por tióis presentes nas células dos mamíferos, 

como a glutationa e pela tripanotiona presente nos parasitos. Nesses últimos, o SbIII induz 

apoptose via indução de estresse oxidativo e aumento da concentração de cálcio intracelular 

(Haldar et al., 2011; Sangshetti et al., 2015; Charlton et al., 2018). 

 O uso do antimônio pentavalente promove ativação das respostas imune inata e 

adaptativa. Na presença dessa substância, os macrófagos são ativados e exercem suas 

ações microbicidas por meio da produção de NO e IL-12, que irá induzir os linfócitos T a 

produzirem IFN-, que por sua vez, irá promover a produção tanto de TNF quanto de NO 

intracelular, pelos macrófagos (Haldar et al., 2011; Sangshetti et al., 2015). 

A B
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 Esses fármacos são baratos, e ainda que sejam eficazes contra a leishmaniose, a 

administração parenteral, o longo tempo de tratamento (de até quatro semanas), a variação 

na eficácia e o desenvolvimento de cepas resistentes, são alguns dos fatores que fazem com 

que seu uso apresente limitações (Haldar et al., 2011; Sangshetti et al., 2015). Somado a 

esses fatores, a utilização dessa substância pode desencadear efeitos colaterais graves, 

como arritmia cardíaca, pancreatite aguda, insuficiência renal e hepática, dentre outros 

(Chappius et al., 2007; Sangshetti et al., 2015; DNDi, 2020).  

3.5.2 Anfotericina B  

 A anfotericina B (Figura 3) é um antifúngico da classe dos polienos, indicado para 

tratamento de infecções fúngicas como criptococose e coccidioidomicose (Brunton et al., 

2017). Este fármaco também é recomendado para tratamento da leishmaniose visceral em 

grupos populacionais em que é a única opção quimioterápica disponível, como por exemplo, 

gestantes ou em áreas onde ocorre resistência ao antimônio (Sangshetti et al., 2015; Andrade-

Neto et al., 2018). Esse fármaco se liga aos esteróis, com particular afinidade pelo ergosterol 

presente na membrana da Leishmania, formando poros e levando ao aumento da 

permeabilidade celular a íons, com consequente desbalanço eletrolítico e estresse oxidativo, 

desencadeando morte celular (ação antileishmania) (Mesa-Arango et al., 2012; Sangshetti et 

al., 2015; Braga, 2019).  Porém, a habilidade de se ligar a esteróis significa que a anfotericina 

B não apresenta afinidade somente pelo ergosterol da Leishmania, mas também pelo 

colesterol presente nas células dos mamíferos hospedeiros, o que implica em efeitos 

colaterais, como nefrotoxicidade (Sangshetti et al., 2015). 

 

Figura 3. Estrutura química da anfotericina B. Fonte: PubChem. 

 

Esse fármaco, atualmente, se apresenta nas formas desoxicolato (Fungizone®, 

Anforicin B®, entre outras) e lipossomal (AmBisome®) (Sangshetti et al., 2015), sendo a 

formulação lipossomal desenvolvida com o intuito de diminuir a toxicidade celular, melhorar 

as propriedades de biodisponibilidade e farmacocinética, que proporcionam uma recaptação 

preferencial do fármaco por células susceptíveis, reduzindo efeitos tóxicos e aumentando a 

eficácia (Sangshetti et al., 2015; Andrade-Neto et al., 2018).  
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 As propriedades pró-inflamatórias e imunomoduladoras induzidas pela anfotericina B 

estão associadas à eficácia contra a infecção por Leishmania (Mesa-Arango et al., 2012). 

Fagócitos do sangue periférico humano quando expostos a esse fármaco, liberam citocinas 

como TNF, IL-6 e IL-1β, além de óxido nítrico, prostaglandinas e espécies reativas de oxigênio 

(Bem-Ami et al., 2008). A estimulação da resposta imune inata ocorre via receptores do tipo 

Toll 2 (TLR-2) e CD14 e envolve ativação de vias de sinalização, que culminam com a 

liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (Bem-Ami et al., 2008; Labro, 2012). 

Consequentemente, esse fármaco está associado ao desenvolvimento de uma resposta tipo 

1, pois os macrófagos liberam IL-12 que ativam os linfócitos T a produzirem IFN-, que em 

sinergia ao TNF, promovem ativação dos macrófagos, exercendo, assim, efeito protetor contra 

a leishmaniose (Mesa-Arango et al., 2012; Cuna et al., 2012). 

 A anfotericina B é eficaz no tratamento da leishmaniose visceral, mas o tratamento é 

longo, a via de administração é intravenosa e a formulação lipossomal possui elevado custo 

(Sangshetti et al., 2015; Andrade-Neto et al., 2018). 

3.5.3 Miltefosina 

A miltefosina ou hexadecilfosfocolina (Figura 4), um análogo de fosfolipídeo, é um 

fármaco desenvolvido originalmente como antineoplásico (Brunton et al., 2017), mas é o 

primeiro medicamento oral utilizado para tratamento da leishmaniose visceral humana em 

alguns países, como a Índia (Sangshetti et al., 2015; Braga, 2019; Nogueira et al., 2019). Em 

alguns territórios esse fármaco ainda não está disponível (DNDi, 2020), e no Brasil, é utilizada 

somente para tratamento da leishmaniose visceral canina (Nogueira et al., 2019).  

 

Figura 4. Estrutura química da miltefosina. Fonte: PubChem. 

 

Esse fármaco atua impedindo a biossíntese da glicosil fosfatidil inositol, molécula 

chave para a sobrevivência intracelular das amastigotas de Leishmania (Dos Santos-Nogueira 

et a., 2019). Seu mecanismo antileishmania envolve inibição da biossíntese de glicolipídeos 

e glicoproteínas de membrana do parasito, promovendo morte por apoptose. A miltefosina 

também, promove aumento da concentração de cálcio citosólico pela ativação dos canais de 

cálcio e estresse mitocondrial, por meio da formação de espécies reativas de oxigênio (Dos 

Santos-Nogueira et a., 2019; Braga, 2019).  

 Além de exercer efeitos no parasito, a miltefosina também modula a resposta imune 

pelas células do hospedeiro (Braga, 2019). Os macrófagos e as células T são estimulados a 
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produzirem e liberarem citocinas pró-inflamatórias (como IL-12 e IFN-), ocorrendo, também, 

aumento na produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, promovendo morte dos 

parasitos. Além disso, este medicamento consegue restaurar o balanço entre as respostas 

tipo 1 e 2, o que contribui para a redução da inflamação (Labro, 2012; Das et al., 2012; 

Sangshetti et al., 2015; Braga, 2019). 

 As limitações do uso da miltefosina incluem surgimento de cepas resistentes, com 

casos confirmados para leishmaniose visceral na Índia (Srivastava et al., 2017) e, os efeitos 

adversos relacionados a esse fármaco, que incluem teratogenicidade, distúrbios 

gastrointestinais e toxicidades renal e hepática (Sangshetti et al., 2015). Náuseas e vômitos 

são os sintomas mais comuns em pessoas que fazem uso dessa medicação, o que interfere 

na aderência ao tratamento, pois necessita ser ingerido duas vezes ao dia, durante 28 dias 

(DNDi, 2020).  

3.5.4 Sulfato de paromomicina 

 O sulfato de paromomicina (Figura 5) é um antibiótico pertencente à classe dos 

aminoglicosídeos, e usado para tratamento de infecções como criptosporidíase, giardíase e 

infecção por E. histolytica (Brunton et al., 2017) e vem sendo utilizado e efetivo no tratamento 

da leishmaniose visceral em países como Índia, Quênia e Tunísia (Labro, 2012; Sangshetti et 

al., 2015). 

 

Figura 5. Estrutura química do sulfato de paromomicina. Fonte: PubChem. 

 

O mecanismo de ação antileishmania ainda não é totalmente compreendido, mas seu 

efeito é atribuído a alterações da fluidez da membrana, do metabolismo lipídico, no potencial 

de membrana mitocondrial e interação com ribossomos, que resulta em inibição da síntese 

de proteínas pelas Leishmanias (Chawla et al., 2011; Sangshetti et al., 2015). E, assim como 

outros fármacos antileishmania, a paromomicina promove estimulação das células T, 

produção de citocinas IL-12 e TNF e geração de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico 

(Das et al., 2012; Ghosh et al., 2013). 

 O sulfato de paromomicina, que possui baixo custo, pode apresentar limitada eficácia 

em populações de alguns países, bem como mecanismos de resistência, se utilizado como 
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monoterapia (Andrade-Neto et al., 2018; DNDi, 2020). Seu uso deve ser via parenteral, com 

duração do tratamento em cerca de três semanas e está associado a reações adversas, 

principalmente relacionadas a toxicidade renal e otológica, podendo ser observado náusea, 

diarreia e elevação das transaminases hepáticas (Andrade-Neto et al., 2018; DNDi, 2020).  

Como visto, todos os fármacos atualmente utilizados para tratamento da LV tanto no 

Brasil como em outros países, promovem efeito imunomodulador, característico de uma 

resposta tipo 1, com consequente eliminação da infecção. A Tabela 1 mostra resumidamente 

as principais características dos fármacos atualmente disponíveis para tratamento da 

leishmaniose visceral.  

 

Tabela 1. Principais características dos medicamentos utilizados para tratamento da LV. 

Fármacos Eficácia Vantagens Limitações 

Antimoniais 
pentavalentes 

35-95% 

Baixo custo;  
Pode ser combinado com 
Anfotericina B em pacientes 
idosos e grávidas. 

Resistência aos medicamentos; 
Toxicidade cardíaca; 
Artralgia, mialgia, pancreatite, 
enzimas hepáticas elevadas. 

Anfotericina B 
desoxicolato 

>95% 
Efetivo contra a resistência 
aos antimoniais 
pentavalentes. 

Requer hospitalização; 
Miocardite, toxicidade renal 
reações no local da infusão. 

Anfotericina B 
lipossomal 

~100% 
Baixa toxicidade; 
Nenhum caso relatado de 
resistência. 

Alto custo; 
Febre; 
Toxicidade renal. 

Miltefosina 94-97% Altamente potente; 
Uso oral. 

Elevada toxicidade (renal e 
hepática); 
Complicações gastrointestinais; 
Não seguro para grávidas 
(teratogênico). 

Sulfato de 
Paromomicina 

95%(Índia) 
46-85% 
(África) 

Baixo custo. 
Ototoxicidade reversível; 
Dor no local da injeção; 
Nefrotoxicidade 

Fonte: Adaptada de Nagle et al., 2014. 

 

3.6 Uso de terapias anticâncer como alternativas terapêuticas para leishmaniose 
visceral 

Tanto as células cancerígenas quanto as formas amastigotas de Leishmania spp. 

possuem a capacidade de se desenvolverem e proliferarem em um organismo hospedeiro por 

um longo período (Klinkert & Heussler, 2006; Charlon et al., 2018). As células tumorais e os 

protozoários apresentam semelhanças bioquímicas que favorecem sua diferenciação e 

proliferação, como as vias relacionadas à das proteínas quinases, do catabolismo da glicose 

e do metabolismo de poliaminas. Manifestam, também, similaridades quanto ao mecanismo 

de morte, como atividade semelhante à caspase e fragmentação de DNA e, por esse motivo, 

a citotoxicidade proporcionada por distintos agentes anticânceres contra parasitos 

protozoários pode ser devido à essas características (Fuertes et al., 2008).  
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Um exemplo bem-sucedido de um medicamento anticâncer utilizado como recurso 

terapêutico na leishmaniose visceral é a miltefosina, que exerce seus efeitos antiparasitários 

por meio da inibição de enzimas quinases, notadamente a inibição da via PI3K/Akt/PkB, que 

está intimamente relacionada à susceptibilidade do hospedeiro à infecção por Leishmania 

(Charlton et al., 2018). 

Um medicamento bastante estudado que se mostrou efetivo para o tratamento 

experimental da leishmaniose cutânea, notadamente contra L. major (Eissa et al., 2011), L. 

braziliensis (Miguel et al., 2009) e L. amazonensis (Miguel et al., 2007; Miguel et al., 2008; 

Trinconi et al., 2016) é o tamoxifeno, um antagonista do receptor de estrogênio, utilizado para 

tratamento do câncer de mama hormônio dependente (Brunton et al., 2017). Este fármaco 

também foi ativo contra as formas amastigotas e promastigotas de L. chagasi e L. donovani 

(Miguel et al., 2007; Miguel et al., 2009). O mecanismo pelo qual exerce seus efeitos 

antileishmania está envolvido com a alcalinização dos vacúolos parasitóforos (Miguel et al., 

2007) e alteração na estrutura da membrana da Leishmania, por meio da inibição da síntese 

de inositolfosforilceramida e fosfatidilinositol (Trinconi et al., 2018).  

Dessa maneira, os medicamentos antitumorais podem interagir com os parasitos e 

eliminá-los em dois diferentes níveis: (1) diretamente, se o alvo for semelhante. Nesse caso, 

os compostos podem ser modificados para inibirem especificamente a molécula alvo; (2) 

indiretamente, se o fármaco atuar na via de sinalização da célula hospedeira, que é essencial 

para a sobrevivência do parasito. Nessa situação, o medicamento não precisa ser modificado, 

uma vez que já é dirigido à célula alvo (Klinkert & Heussler, 2006). 

3.6.1 Letrozol 

 Letrozol ([4,4'-(1H-1,2,4-triazol-1-il)metileno]dibenzonitrila) (Figura 6) é um fármaco 

antitumoral pertencente à classe dos inibidores da enzima aromatase (Brunton et al., 2017) e 

atualmente comercializado como Femara® 2,5 mg (ou como genérico). É indicado para 

tratamento oral do câncer de mama receptor de estrogênio positivo em mulheres na pós 

menopausa, em estágios iniciais, avançados e metastáticos, bem como quimioprevenção 

(Brunton et al., 2017). São classificados como sendo de terceira geração e do tipo 1, por 

serem não esteroidais e se ligarem reversivelmente ao grupo heme da enzima aromatase, 

produzindo inibição reversível (Brunton et al., 2017). 

 

Figura 6. Estrutura química do letrozol. Fonte: PubChem. 
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 O crescimento e a proliferação de alguns cânceres de mama são estimulados ou 

mantidos pelos estrogênios e a enzima aromatase catalisa a conversão dos hormônios 

andrógenos adrenais, a androstenediona gonadal e a testosterona, aos estrogênios estrona 

e estradiol, respectivamente (Figura 7). Em mulheres na pós menopausa essa conversão 

ocorre em tecidos adiposos periféricos e a inibição dessa enzima promove redução da 

biossíntese de estrogênio (Brunton et al., 2017). Os efeitos adversos advindos da diminuição 

de estrogênio incluem artralgias, perda de densidade óssea mineral e distúrbios 

tromboembolíticos (Brunton et al., 2017). 

 

Figura 7. Representação esquemática simplificada da via de síntese dos hormônios esteróides a partir 

dos tecidos adiposos periféricos e a inibição da enzima aromatase pelo letrozol. (Adaptado de Bagchi et 

al., 2019). 
 

 O efeito da redução de estrogênio advindos do tratamento com os inibidores da 

aromatase (IA) de terceira geração, como o letrozol e o anastrozol, promove uma ação 

antitumoral indireta via efeitos imunomoduladores no sistema imune (Ray & Ficek, 2012). 

Generali e colaboradores (2009) avaliaram biópsias de tumores de pacientes com câncer de 

mama que foram tratadas com letrozol e observaram que esse fármaco induziu significante 

redução do número de linfócitos T reguladores (T reg). E, esse efeito, ocorre por meio da 

supressão da diferenciação de linfócitos T naive em T reg, com concomitante aumento da 

produção de citocinas pró-inflamatórias, como IFN- e IL-12 (Zarkavelis et al., 2016).   

 Jingxuan e colaboradores (2009) ao estudarem o efeito do anastrozol na poliartrite, 

observaram que esse fármaco potencializa essa doença devido à resposta imunomoduladora 

advinda do uso dos inibidores de aromatase, que além de promoverem a redução de linfócitos 

T reg, promovem aumento da secreção de citocinas IFN- e Il-12 e decréscimo dos níveis de 

IL-4 e IL-10 no sangue periférico de ratos.  

 Não foram encontrados estudos acerca dos efeitos dos inibidores de aromatase como 

o letrozol de terceira geração em parasitos, notadamente os do gênero Leishmania.  
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3.6.2 Pamidronato dissódio 

 Os bifosfonatos são uma classe de medicamentos cuja estrutura é análoga ao 

pirofosfato e são utilizados para tratar desordens homeostáticas minerais e ósseas (Brunton 

et al., 2017). O pamidronato dissódio (disodio[3-amino-1-hidroxil-1-

[hidroxi(oxido)fosforil]propil]-hidroxifosfinato) é um bifosfonato (Figura 8) comercializado como 

Aredia® (ou como medicamento genérico), na forma de solução injetável. É classificado como 

sendo de segunda geração, por apresentar um grupo amino em sua estrutura (Brunton et al., 

2017) e atua inibindo a reabsorção óssea e, dessa maneira, regulando a concentração de 

cálcio no sangue. É indicado como terapia adjuvante para tratamento de condições 

associadas ao aumento da destruição óssea, que eleva os níveis de cálcio no sangue, como 

a presença de tumores, metástases ósseas e doença de Paget (Brunton et al., 2017). 

 

 
Figura 8. Estrutura química do pamidronato dissódio. Fonte: PubChem. 
 

Esse fármaco é administrado por infusão intravenosa e o esquema terapêutico 

depende da indicação clínica. Seu uso pode provocar efeitos leves, como febre de baixa 

intensidade, calafrios e dor de garganta, que cessam dentro de dois dias. Mas também podem 

acarretar sintomas mais sérios, como broncoespasmos, dificuldade para respirar, coceira e 

inchaços na pele (Brunton et al., 2017). 

 Ao nível celular, o pamidronato inibe a enzima farnesil-pirofosfato sintase (FPPS), uma 

enzima chave na regulação da via do mevalonato (Russel, 2007). Essa via é importante rota 

biossintética responsável pela produção de colesterol, esteróis e lipídios isoprenóides, que 

são requeridos para modificação de pequenas proteínas, GTPases, importantes para a 

regulação de processos celulares, como a função osteoclástica, responsável pela reabsorção 

óssea (Russel, 2007; Kos & Luczak, 2008). Em resumo, pamidronato inibe a enzima FPPS, 

impedindo a síntese de farnesil-pirofosfato e geranilgeranila-pirofosfato, que são necessários 

para a prenilação de proteínas, essenciais para a formação de ergosterol em células 

eucarióticas (Figura 9) (Buhaescu & Izzedine, 2007). 
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Figura 9. Representação esquemática simplificada da via do mevalonato e a inibição da enzima 

farnesil-pirofosfato sintase pelo pamidronato. (Adaptado de Buhaescu & Izzedine, 2007) 
 

Esse fármaco é um importante ativador de células T da imunidade inata, como as 

células T , importantes células usadas em estratégias de imunoterapia no câncer atualmente 

e que, quando ativadas, produzem citocinas pró-inflamatórias, principalmente IFN- (Kato et 

al., 2001; Miyagawa et al., 2001; Wilhelm et al., 2003). Além disso, atuam favorecendo o 

recrutamento de outras células do sistema imune, como linfócitos T e B e células dendríticas, 

além de promoverem secreção de grazimas/perforinas, TNF, IFN- e IL-6 (Pennanem et al., 

1995; Lim et al., 2010; Latha et al., 2014). 

Os bifosfonatos são amplamente utilizados para tratamento de desordens ósseas, mas 

apresentam, também, atividade contra diversos parasitos (Shankya et al., 2011). A ação 

inibitória desses compostos na FPPS, com consequente redução da produção de diversos 

esteróis, isoprenóides (proteínas farnesiladas, ubiquinona, Heme - A, entre outros) e na 

síntese de ergosterol, apresenta importante função, pois essas moléculas são fundamentais 

para a sobrevivência dos parasitos, bem como para desencadear funções na estrutura das 

membranas (Santos et al., 2020).  

Nesse contexto, Martin e colaboradores (2001) demonstraram atividade 

antiproliferativa, in vitro, do alendronato (ALE), risedronato (RIS) e pamidronato (PAM) em 
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tripomastigotas de Trypanosoma brucei, amastigotas de Trypanosoma cruzi, amastigotas de 

Leishmania donovani, taquizoítos de Toxoplasma gondii e nas formas intraeritrocíticas de 

Plasmodium falciparum. Os compostos ALE, RIS e PAM foram efetivos contra T. cruzi, T. 

gondii e L. donovani. RIS e PAM foram também capazes de reduzir a quantidade de 

tripomastigotas de T. brucei, enquanto somente RIS afetou o metabolismo de P. falciparum. 

A eficácia do risedronato na doença de Chagas também foi demonstrada em outros estudos, 

tanto in vitro quanto in vivo (Garzoni et al., 2004; Bouzahzah et al., 2005). 

Nesse raciocínio, Yardley e colaboradores (2002), avaliaram a eficácia do alendronato 

(ALE), PAM e RIS contra a infecção provocada por L. donovani e T. gondii, in vitro e in vivo e 

concluíram que RIS foi capaz de promover a resolução de ambas as doenças, com elevado 

potencial de cura. Já PAM também demonstrou atividade antileishmania, mas quando 

comparado ao RIS, foi menos efetivo. Neste estudo, ALE não apresentou atividade. 

O pamidronato demonstrou atividade antiparasitária em modelo experimental de 

leishmaniose cutânea por Leishmania mexicana amazonensis, por meio da redução da lesão 

e da presença de parasitos nas mesmas (Rodriguez et al., 2002). Órtiz-Gomes e 

colaboradores (2006) quiseram avaliar se a FPPS era a molécula alvo dos bifosfonatos e, 

para tanto, transfectaram formas promastigotas de L. major super expressando essa enzima. 

Os autores observaram que a concentração para inibir o crescimento de 50% dos parasitos 

foi setenta vezes maior, quando comparado com os parasitos não transfectados. O mesmo 

foi realizado, só que avaliando o efeito do zoledronato, que apresentou maior afinidade pelas 

L. major transfectadas (Kavanagh et al., 2006), indicando correlação entre o grau de 

resistência e o aumento da atividade da enzima, sugerindo, assim, que a FPPS é o alvo dos 

bifosfonatos na Leishmania (Órtiz-Gomes et al., 2006). 

Gadelha e colaboradores (2020) realizaram um screening, in vitro, para verificar a 

atividade do alendronato, ibandronato, neridronato, pamidronato e residronato contra as 

formas promastigotas de L. infantum, e concluíram que todos os bifosfonatos avaliados 

apresentaram atividade antileishmania, sendo o ibandronato o mais potente. 

Apesar das observações iniciais sobre a ação do pamidronato em diferentes espécies 

de Leishmania, notadamente na Leishmania infantum, ainda não há relatos do seu efeito no 

sistema imune após infecção, nem em modelo experimental de leishmaniose visceral. 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Fármacos 

Os fármacos antitumorais avaliados foram letrozol e pamidronato. O primeiro, foi 

adquirido da Santa Cruz Biotechnology (lot #L2210) e, o segundo, da Sigma-Aldrich (lot 

#070M4707V). A anfotericina B desoxicolato, fármaco utilizado como referência, foi adquirida 

da Sigma-Aldrich (lot #066K4092). 

Para os experimentos in vitro e ex vivo, os fármacos anfotericina B e letrozol foram 

solubilizados em DMSO (dimetilsulfóxido) e o pamidronato em água estéril. A concentração 

estoque foi de 45 mM para anfotericina B e de 100 mM para letrozol e pamidronato. Todos 

foram aliquotados e armazenados a -20°C e descongelados somente no momento do uso. 

Para o experimento in vivo, letrozol foi solubilizado em carboximetilcelulose 0,5% e o 

pamidronato em água para injeção. A anfotericina B desoxicolato utilizada foi Anforicin B® - 

Cristália, solubilizada em água para injeção.  

 

4.2 Avaliação da citotoxicidade celular e das atividades antiamastigota e 
antipromastigota in vitro dos fármacos letrozol e pamidronato  

Os estudos de citotoxicidade celular e potencial antileishmania dos dois fármacos 

foram realizados, conforme esquema resumido abaixo (Figura 10). 

Figura 10. Desenho esquemático demonstrando as estratégias experimentais utilizadas para avaliação 
da atividade antileishmania dos fármacos letrozol e pamidronato in vitro. 

 

4.2.1 Obtenção das formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum e cultivo das 
células THP-1 

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum 

(MHOM/BR/2002/LPC-RPV) foram cultivadas em garrafas de cultivo T25 contendo meio M199 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e solução antibiótica penicilina-estreptomicina 

(100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina), em estufa B.O.D à 26°C, e utilizadas 
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na fase estacionária de crescimento, até a décima passagem. Para manter a infectividade da 

cepa, a mesma foi submetida a sucessivas passagens em camundongos Balb/c.  

Células THP-1 (linhagem celular de leucemia monocítica aguda) foram cultivadas em 

garrafas T75 contendo meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal 

bovino, 2 mM de L-glutamina e solução antibiótica penicilina-estreptomicina (100 U/mL de 

penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). As culturas foram mantidas à 37°C em estufa 

contendo 5% de CO2 e utilizadas até a vigésima passagem. 

4.2.2 Avaliação da atividade antipromastigota 

A atividade antipromastigota foi avaliada conforme Santi e colaboradores (2018), com 

modificações. As formas promastigotas de L. infantum foram plaqueadas em placas de 96 

poços em uma densidade de 1,0x106 parasitos/poço/180µL em meio de cultura M199 

suplementado. Em seguida, os parasitos foram tratados (20 µL) com os fármacos, 

empregando-se dez diluições seriadas com concentrações entre 500-0,98 µM para letrozol e 

pamidronato, e entre 300-0,005 µM para anfotericina B, por 72 horas, em estufa B.O.D à 26°C. 

Como controle negativo foi utilizado DMSO 0,05%.  

Após o período de incubação, a viabilidade dos parasitos foi avaliada pela redução 

metabólica do brometo de 3,4,5-dimetil-2-triazolil-2,5-difeniltetrazólio (MTT) a cristais de 

formazan, cuja intensidade da cor é correlacionada com o número de células viáveis 

(Mosmann, 1983).  Foram adicionados aos poços 20 μL de uma solução de MTT a 2,5 mg/mL 

e após quatro horas de incubação à 37°C em estufa contendo 5% CO2, as placas foram 

centrifugadas a 1000 x g durante 10 minutos a 18°C. Após centrifugação, o sobrenadante foi 

cuidadosamente aspirado com uma seringa acoplada a uma bomba de vácuo. Os cristais de 

formazan foram solubilizados com 200 μL de solução de HCl 0,04 M em isopropanol e a leitura 

espectrofotométrica da absorbância foi realizada a 595 nm em leitor de placas Varioskan 

(Thermo Fisher Scientific). Todos os fármacos foram avaliados em triplicata e em três 

experimentos independentes.  

Os valores de CI50 (concentração capaz de inibir em 50% o número de parasitos) foram 

obtidos por meio de análise de regressão não linear utilizando o software GraphPad Prism 7.0 

(GraphPad Prism Software Inc).  

 

4.2.2.1 Avaliação das alterações ultraestruturais por microscopia eletrônica de 
transmissão  

 Promastigotas de L. infantum (3,0x107 parasitos) foram incubadas em tubos de cultura 

de 14 mL, na presença dos fármacos letrozol, pamidronato e anfotericina B, nas suas 

respectivas CI50, durante 72 horas, em estufa B.O.D à 26°C. Após o tempo de incubação, 
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adicionou-se 2 mL de PBS 1x e os tubos foram centrifugados durante 10 minutos a uma 

rotação de 1000 x g, à 18°C. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 µL do 

fixador glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato 0,1 M, durante 3 horas à temperatura ambiente. 

Decorrido o tempo de fixação, as amostras foram novamente centrifugadas, o sobrenadante 

descartado e adicionado 400 µL de tampão fosfato 0,1 M. As amostras foram mantidas a 4°C 

até o momento do processamento.  

 O processamento das amostras foi realizado no Centro de Microscopia da UFMG e 

englobou as etapas de fixação secundária, desidratação, inclusão, ultramicrotomia e 

contrastação. Após as etapas de processamento, as imagens foram adquiridas utilizando-se 

o microscópio eletrônico de transmissão Tcnai G2-12 – FEI SpiritBiotwin 210kV e 

posteriormente analisadas quanto aos aspectos morfológicos e subcelulares. 

 

4.2.3 Avaliação da citotoxicidade celular em macrófagos derivados de células THP-1  

A toxicidade celular dos fármacos letrozol e pamidronato foi avaliada utilizando-se 

macrófagos derivados de monócitos da linhagem THP-1 (Gebre-Hiwot et al., 1992; Siqueira-

Neto et al., 2010). Células THP-1 foram plaqueadas na densidade celular de 2,0x105 

células/poço, em placas de 96 poços e incubadas por 72 horas em meio RPMI 1640 

suplementado e contendo PMA (forbol-12-miristato-13-acetato) na concentração de 20 ng/mL 

(PMA; Sigma Aldrich) à 37°C em estufa contendo 5% de CO2.  

Após o período de diferenciação das células, o meio de cultura foi removido, os poços 

lavados três vezes com PBS 1x e adicionado 180 µL de meio RPMI 1640 suplementado. 

Posteriormente, os macrófagos foram tratados (20 µL) com os fármacos, empregando-se dez 

diluições seriadas com concentrações entre 500-0,98 µM para letrozol e pamidronato, entre 

225-0,4 µM para anfotericina B, durante 72 horas à 37°C, em estufa contendo 5% CO2. Como 

controle negativo foi utilizado DMSO 0,05%. 

Após o período de tratamento, a viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT, 

conforme descrito no item 4.2.2.  Foram adicionados aos poços 20 μL de uma solução de MTT 

a 2,5 mg/mL e após quatro horas de incubação o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado 

com uma seringa acoplada a uma bomba a vácuo. Os cristais de formazan foram solubilizados 

com 200 μL de solução de HCl 0,04 M em isopropanol e a leitura espectrofotométrica da 

absorbância foi realizada a 595 nm em leitor de placas Varioskan (Thermo Fisher Scientific). 

Todos os fármacos foram avaliados em triplicata e em três experimentos independentes.  

Os resultados foram expressos em valores de CC50 para cada fármaco (concentração 

citotóxica para 50% das células em relação ao controle de células não tratado) e obtidos por 

meio de análise de regressão não linear utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad 

Prism Software Inc).  
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4.2.4 Avaliação da atividade antiamastigota 

A avaliação da atividade antiamastigota dos fármacos estudados, foi feita utilizando-

se macrófagos derivados de células THP-1 (Gebre-Hiwot et al., 1992; Siqueira-Neto et al., 

2010), infectados com as formas promastigotas de L. infantum e tratados com as substâncias 

teste. Células THP-1 foram plaqueadas na densidade celular de 2,0x105 células/poço, em 

placas de 24 poços contendo lamínulas circulares de 13 mm e incubadas por 72 horas à 37°C 

em estufa contendo 5% de CO2, em meio RPMI 1640 suplementado, contendo ainda PMA 

(forbol-12-miristato-13-acetato) na concentração de 20 ng/mL (PMA; Sigma Aldrich).  

Após o período de incubação, os macrófagos diferenciados e aderidos às lamínulas 

foram incubados com formas promastigotas de Leishmania infantum oriundas de culturas em 

fase estacionária de crescimento. Primeiramente, após a contagem dos parasitos em câmara 

de Neubauer, a densidade final (4,0x106 parasitos/mL) foi ajustada em meio RPMI 

suplementado. Em seguida, foram aplicados à cultura de macrófagos, 500 μL dessa 

suspensão (2,0x106 parasitos/poço = proporção 10:1). Após três horas de interação, o 

sobrenadante contendo os parasitos livres foi removido, os poços lavados três vezes com 

PBS e adicionados 900 µL de meio RPMI suplementado. 

Os poços foram tratados adicionando-se 100 µL dos fármacos, de modo a se obter, 

nos poços, as concentrações de 250, 100, 0,1, 0,01 e 0,001 µM para letrozol; 100, 10, 1, 0,1 

e 0,01 µM para pamidronato e de 45, 4,5, 0,45, 0,045 e 0,0045 µM de anfotericina B, durante 

72 horas à 37°C em estufa contendo 5% de CO2. As concentrações utilizadas neste ensaio, 

para letrozol e pamidronato, foram escolhidas com base nos dados de viabilidade celular. O 

grupo controle foi mantido livre de substâncias. Foram realizados três experimentos 

independentes, em triplicata. 

Após o período de incubação com os fármacos, as lamínulas foram retiradas dos 

poços, coradas com Panótico Rápido (Laborclin) e montadas em lâminas de vidro com 

Entellan® (Merck Millipore). Em seguida, as lâminas foram observadas em microscópio óptico 

na objetiva de 40 vezes. Foi realizada contagem de 100 macrófagos, infectados ou não, bem 

como a quantidade de amastigotas em cada célula infectada, utilizando-se o programa Image 

J.  

Os valores de CI50 (concentração capaz de inibir em 50% o número de macrófagos 

infectados em relação ao controle não tratado) foram obtidos por meio de análise de regressão 

não linear utilizando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Prism Software Inc).  

Imagens representativas dos tratamentos, nas diferentes concentrações avaliadas, 

foram obtidas utilizando-se uma câmera digital Spot Insight Color acoplada a um microscópio 

Olympus (BX-40). 
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4.2.4.1 Dosagem de óxido nítrico  

 A dosagem de óxido nítrico (NO) foi avaliada por meio da quantificação da 

concentração de nitrito (NO2
-) presente no sobrenadante das culturas, pelo método de Griess 

(Grisham et al., 1996). Após infecção e tratamento dos macrófagos infectados, 100 µL do 

sobrenadante das culturas foram colocados em placas de 96 poços, acrescidos de 100 µL do 

reagente de Griess (sulfanilamida a 1% diluída em ácido fosfórico a 2,5% e N-1-

naftiletilenodiamina a 0,1% em ácido fosfórico a 2,5%) e incubados durante 20 minutos, 

protegidos da luz e à temperatura ambiente. Como controle positivo foi utilizado LPS 10 

µg/mL. A reação entre as amostras e o reagente de Griess gera um composto de coloração 

vermelha, e a intensidade da cor é diretamente proporcional à quantidade de nitrito presente 

na amostra (Grisham et al., 1996). Após reação, a leitura da absorbância foi realizada a 540 

nm em leitor de placas Varioskan (Thermo Fisher Scientific). A quantidade de nitrito em cada 

amostra foi obtida por meio de uma curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) utilizando 

concentrações de 500 – 3,9 µM. Os experimentos foram realizados em triplicata e em três 

experimentos independentes e os dados estão expressos como média ± desvio padrão da 

concentração em µM de nitrito.  

4.2.5 Índice de seletividade 

 O cálculo do índice de seletividade (IS) foi realizado por meio da razão entre os valores 

estimados de citotoxicidade (CC50) das substâncias nos macrófagos derivados de células 

THP-1 e atividade (CI50) contra as amastigotas de Leishmania intramacrófago. Valores de IS 

>10 foram considerados satisfatórios (Araújo et al., 2018).  

 

4.3 Caracterização do potencial antileishmania e imunomodulador dos fármacos 
letrozol e pamidronato por meio de modelo preditivo de leucócitos do sangue periférico 
humano incubados com L. infantum no contexto ex vivo 
 

Para avaliação do potencial antileishmania e imunomodulador dos dois fármacos 

anticâncer, empregou-se a estratégia descrita na Figura 11: 
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Figura 11. Desenho esquemático demonstrando as estratégias experimentais utilizadas para avaliação 
da atividade antileishmania e imunomoduladora ex vivo dos fármacos letrozol e pamidronato, utilizando 
sangue periférico humano incubado na presença de L. infantum, por meio de análises multiparamétricas 
por citometria de fluxo. 

 

 Para a avaliação das atividades antileishmania e imunomoduladora, utilizando 

leucócitos do sangue periférico humano, por análise multiparamétrica por citometria de fluxo, 

foi utilizado o protocolo preditivo descrito por Ribeiro e colaboradores (2020). 

 
4.3.1 Aspectos éticos 

O estudo seguiu a resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde que trata das 

diretrizes e normas de pesquisas envolvendo seres humanos. O projeto proposto, bem como 

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foram encaminhados para análise pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais, e aprovado sob a licença 

CAAE: 79877417.2.0000.5149. 

 

4.3.2 Obtenção das amostras de sangue periférico 

As amostras de sangue periférico dos voluntários saudáveis foram coletadas em tubos 

contendo anticoagulante heparina sódica (volume de 20 mL) para a realização dos ensaios, 

e EDTA (volume de 4 mL) para a realização do hemograma e obtenção da contagem da global 

de leucócitos de cada indivíduo, necessária ao ajuste de células empregadas nas culturas.  

Ensaios ex vivo

Células do sangue periférico (n=11)

+

Interação com promastigotas de L. infantum

+

Tratamento com letrozol (100 µM), pamidronato (100 µM) e anfotericina B (25 µM) 

Perfil fenotípico em 

subpopulações de monócitos e 

neutrófilos 

Subpopulações de

monócitos e 

neutrófilos

Subpopulações

de linfócitos T
Linfócitos BExpressão de moléculas CD14 e HLA-DR

Expressão de receptores Toll 2 e 4

IL-12

TNF

TGF-β

IL-10

Óxido nítrico

Perfil funcional em 

subpopulações de monócitos, 

neutrófilos e linfócitos 

TNF

IFN-

IL-4

IL-10

TNF

IL-4

IL-10

Perfil de fagocitose em 

subpopulações de monócitos e 

neutrófilos 

Citotoxicidade celular
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4.3.3 Caracterização da população de estudo  

 

O sangue periférico para a caracterização das atividades antileishmania e 

imunomoduladora foram obtidos de 11 voluntários saudáveis, provenientes da cidade de Belo 

Horizonte/MG, com idade entre 21 e 60 anos, sendo 7 do sexo feminino e 4 do sexo 

masculino. Os voluntários incluídos neste estudo declararam não serem portadores de 

doenças sistêmicas concomitantes, que sabidamente interferem na capacidade imunológica 

do indivíduo e nem terem apresentado sintomas relacionados à alguma doença (gripe, 

resfriado, alergia, entre outras) no dia da coleta do sangue, bem como 15 dias antes da 

mesma. 

O perfil hematológico e a caracterização (idade e sexo) dos onze doadores saudáveis 

voluntários estão apresentados na Tabela 2. Os resultados do hemograma estão expressos 

como valores absolutos (103/mm3) das células sanguíneas da série branca (leucócitos totais, 

granulócitos, linfócitos e monócitos) e apresentaram níveis basais próximos aos valores de 

referência.  

 

Tabela 2. Perfil hematológico e caracterização dos doadores saudáveis voluntários*.  

Doador Idade Sexo 
Global de 
leucócitos 

Granulócitos Linfócitos Monócitos 

1 23 feminino 7,2 5,1 1,3 0,8 
2 23 feminino 10,2 8,0 1,4 0,8 
3 28 masculino 6,3 4,8 0,7 0,8 
4 25 feminino 7,1 4,8 1,7 0,6 
5 60 feminino 8,2 6,2 1,4 0,6 
6 26 masculino 7,1 5,8 0,9 0,4 
7 21 feminino 10,9 8,9 1,3 0,7 
8 23 feminino 10,5 6,7 2,8 1,0 
9 33 feminino 9,2 6,8 1,9 0,5 

10 41 masculino 6,5 3,7 1,9 0,9 
11 25 masculino 5,9 4,2 1,2 0,5 

Valor de referência 3,5-10,0 1,2-6,8 1,2-3,2 0,3-0,8 

       * os resultados estão expressos como 103/mm3. 

 

4.3.4 Obtenção das formas promastigotas de Leishmania infantum e marcação com 
Alexa Flúor 647 (AF647) 

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum 

(MHOM/BR/2002/LPC-RPV) foram obtidas a partir de cultivos em garrafas T25 contendo meio 

de cultura bifásico NNN-LIT (Neal,Novy, Nicolle-LIT), sendo o meio LIT suplementado com 

10% de soro fetal bovino e antibiótico penicilina-estreptomicina (100 U/mL de penicilina e 100 

µg/mL de estreptomicina), durante 7 dias (fase estacionária de crescimento) em estufa  B.O.D 

à temperatura de 26°C, por máximo 10 passagens. 
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A cultura de parasitos foi transferida para tubo cônico de polipropileno de 50 mL, 

homogeneizada em vórtex a baixa rotação e submetida a centrifugação diferencial a 10 x g 

durante 10 minutos à 26°C, para remoção de contaminantes como eritrócitos do meio NNN e 

grumos de parasitos no sedimento. Após a centrifugação, os tubos foram transferidos para a 

estufa B.O.D à 26°C e mantidos em repouso por período de 10 minutos a fim de favorecer a 

recuperação de parasitos viáveis no sobrenadante das culturas centrifugadas. 

Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para outro tubo cônico de polipropileno de 50 

mL, sendo o sedimento desprezado. Ao sobrenadante recuperado, foram adicionados 30 mL 

de PBS 1x suplementado com 10% de soro fetal bovino, seguindo homogeneização com 

movimentos circulares e centrifugação a 1000 x g durante 7 minutos a 18°C. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspendido 

cuidadosamente. Em seguida, adicionou-se 1 mL de PBS 1x suplementado com 10% de soro 

fetal bovino e os parasitos foram contados em câmara de Neubauer e a suspensão ajustada 

para 1x107 parasitos/mL.  

Para a marcação das promastigotas, quantidades equivalentes de parasitos e da 

solução do fluorocromo Alexa Flúor 647 (AF647) 3,2 µg/mL foram incubadas durante 30 

minutos à 37ºC. Após a incubação com AF647, adicionou-se 1 mL de PBS 1x e a suspensão 

de parasitos foi centrifugada a 1000 x g durante 10 minutos à 18°C. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e os parasitos marcados foram ressuspendidos com 1 mL de 

PBS 1x. Posteriormente, a intensidade da marcação bem como as características 

morfométricas da amostra foram avaliadas em citômetro de fluxo BD LSRFortessaTM, por meio 

de análise da intensidade média de fluorescência (IMF) apresentada pelos parasitos-AF647 

(Figura 12). 

 

Figura 12. Esquema ilustrativo da seleção e marcação de formas promastigotas de L. infantum. (A) 
representa o perfil de promastigotas metacíclicas de L. infantum, selecionadas no gate “Promastigotas” 
em gráfico de distribuição pontual de tamanho versus granulosidade; (B) representa a intensidade 
média de fluorescência apresentada pelos parasitos (N° de eventos) após a marcação com a sonda 
fluorescente Alexa Flúor 647 em gráfico de histograma. 
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4.3.5 Preparação das amostras de sangue, avaliação da toxicidade celular, do potencial 
antileishmania e do perfil fenotípico-funcional em leucócitos do sangue periférico 
 

O sangue periférico coletado em tubo de heparina sódica foi transferido para tubo 

cônico de polipropileno de 15 mL e centrifugado a 800 x g durante 10 minutos à 18°C. Após 

centrifugação, o plasma foi retirado e adicionou-se PBS 1x suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (mesmo volume de plasma retirado). Em seguida, a suspensão celular foi 

homogeneizada com movimentos circulares e centrifugada novamente, nas mesmas 

condições. Ao final, foi realizado ajuste celular para a concentração de 1,0x106 células/mL. 

 Após ajuste da suspensão celular, leucócitos do sangue periférico foram incubados 

com as formas promastigotas de L. infantum marcadas com AF647 (proporção de 1 parasito 

para 2 células, ou seja, 250.000 parasitos para 500.000 células) em tubos de polipropileno de 

14 mL, na presença dos fármacos de interesse do estudo (concentrações de 100 µM para 

letrozol e pamidronato, e 25 µM para a anfotericina B). A concentração da anfotericina B usada 

como controle positivo foi escolhida com base nos estudos de Ribeiro e colaboradores (2020). 

Já as concentrações para os dois fármacos anticâncer foram selecionadas por serem 

concentrações que apresentaram atividade nos estudos realizados com a forma amastigota. 

Foram realizadas também no estudo, duas culturas controles, uma contendo somente células 

(controle de células - CC) e outra contendo somente células e parasitos (controle de fagocitose 

– CF). Para o controle de funcionalidade da metodologia para quantificação de citocinas foi 

realizada cultura de células na presença de PMA (25 ng/mL) e de ionomicina (1 mg/mL). Os 

tubos contendo as culturas foram incubados sob agitação constante em homogeneizador 

hematológico à 37°C, em estufa contendo 5% de CO2, durante duas horas. Após esse 

período, foi adicionado aos tubos, 10 µL de Brefeldina-A (BFA) a 1 mg/mL (10 µg/mL na 

cultura) e as culturas foram incubados por mais quatro horas nas mesmas condições citadas 

anteriormente, totalizando seis horas de incubação. Posteriormente, 110 µL de EDTA 20 mM 

(2 mM nas culturas) foram adicionados e as amostras foram incubadas à temperatura 

ambiente e protegidas da luz durante 15 minutos.  

Em seguida, adicionou-se PBS-W (PBS 1x acrescido de albumina sérica bovina) em 

cada tubo de cultura e os mesmos foram centrifugados a 600 x g durante 7 minutos à 

temperatura ambiente. Após centrifugação, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente com 

auxílio de pipeta Pasteur acoplada a uma bomba de vácuo, mantendo aproximadamente 500 

µL da cultura. Foram adicionados 100 µL de Live/Dead Aqua (marcador de viabilidade celular 

diluído 1:1000 em PBS 1x) e as suspensões celulares foram incubadas durante 15 minutos à 

temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Em seguida, PBS-W foi adicionado aos tubos e as 

culturas centrifugadas a 600 x g durante 7 minutos à 18°C. O sobrenadante foi retirado 
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cuidadosamente com auxílio de pipeta Pasteur acoplada a uma bomba de vácuo, mantendo 

aproximadamente 500 µL de cultura.   

O volume total de suspensão celular obtido foi dividido em dois grupos, denominados 

fagócitos e linfócitos. Para o grupo dos fagócitos, metade do volume das culturas obtidas 

foram transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL, contendo 2 µL de anticorpos 

monoclonais (Tabela 3) para identificação das populações de monócitos (anti-CD14-V450) e 

neutrófilos (anti-CD16-AlexaFlúor 700), receptores do tipo Toll (TLR’s) (anti-TLR-2-PE e anti-

TLR-4-PE) e 3 µL de anticorpo anti-HLA-DR-PerCP, para identificação da molécula de 

ativação. Já para o grupo dos linfócitos, a outra metade do volume das culturas foi transferida 

para outro tubo de poliestireno de 5 mL, contendo 3 µL de anticorpo monoclonal para 

identificação da população de linfócitos T (anti-CD3-PerCP) e 2 µL de anticorpos monoclonais 

para identificação da população de linfócitos T CD8 (anti-CD8-AlexaFlúor 700) e linfócitos B 

(anti-CD19-V450). Em seguida, as amostras foram incubadas durante 20 minutos, à 

temperatura ambiente e protegidas da luz. Posteriormente, as culturas de sangue foram 

submetidas à etapa de lise dos eritrócitos, por meio da adição de solução de lise comercial 

(FACS Lising Solution, BD), previamente diluída dez vezes em água Tipo I e incubadas 

durante 10 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram 

centrifugadas a 600 x g durante 7 minutos à 18°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado 

e o pellet ressuspendido em vórtex. Foram adicionados 500 µL e, posteriormente, 3 mL de 

PBS-P (PBS-W acrescido de 0,5% de saponina) a cada cultura seguindo incubação por 10 

minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após incubação, as amostras foram 

novamente centrifugadas a 600 x g durante 7 minutos à 18°C, o sobrenadante descartado e 

o pellet ressuspendido em vórtex. Em seguida, foi adicionado 3 mL de PBS-W, as amostras 

foram centrifugadas a 357 x g durante 7 minutos à 18°C e o pellet ressuspendido em 200 µL 

de PBS-W. 
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Tabela 3. Anticorpos de superfície celular utilizados para caracterização imunofenotípica das 
subpopulações de monócitos, neutrófilos e linfócitos. 

Marcador Fluorocromo 
Principal 

expressão celular 
Função 

Anti-CD14 V450 
Células dendríticas, 

monócitos e 
macrófagos 

Receptor para complexo de 
lipopolissacarídeo e proteína de 

ligação ao lipopolissacarídeo 

Anti-CD16 AlexaFluor 700 
Neutrófilos, 

monócitos e células 
NK 

Receptor da região Fc de IgG. 
Participa da fagocitose e 

citotoxicidade celular dependente 
de anticorpo 

Anti-HLA-DR PerCP 
Monócitos, 
macrófagos 

Molécula de MCH de classe II e 
ativação celular 

Anti-TLR-2 PE Granulócitos 
Reconhecimento de patógenos e 
ativação da resposta imune inata 

Anti-TLR-4 PE Granulócitos 
Reconhecimento de patógenos e 
ativação da resposta imune inata 

Anti-CD3 PerCP Linfócitos T 
Transdução de sinal pelos 

receptores de antígeno de células 
T 

Anti-CD8 AlexaFluor 700 
Linfócitos T 
citotóxicos 

Correceptor de MHC de classe I 

Anti-CD19 V450 Linfócitos B Ativação de células B 

Fonte: Abbas et al., 2018. 

 

Alíquotas de 50 µL das suspensões celulares foram transferidos para placas de 96 

poços de fundo em U, contendo 20 µL dos anticorpos monoclonais anti-citocinas (Tabela 4) 

previamente diluídos em PBS-P e, em seguida, incubados durante 20 minutos à temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. Para suspensões celulares do grupo dos fagócitos foram 

avaliadas a produção das citocinas IL-12, TNF, TGF-β e IL-10, todas marcadas com o 

fluorocromo PE. Já para as amostras do grupo de linfócitos, foram avaliadas a produção das 

citocinas IFN-, TNF, IL-4 e IL-10, todas marcadas com o fluorocromo PE. Após incubação, 

foram adicionados 120 µL de PBS-P/poço, homogeneizou-se em vórtex cuidadosamente e a 

placa foi centrifugada a 600 x g durante 7 minutos à 18°C. Os sobrenadantes foram 

descartados, as células ressuspendidas em vórtex e foi adicionado 150 µL de PBS-W. Após 

homogeneização em vórtex, a placa foi novamente centrifugada a 600 x g durante 7 minutos 

à 18°C. Os sobrenadantes foram descartados, as células homogeneizadas em vórtex e 200 

µL de solução fixadora – MFF, foram adicionados. Posteriormente, um total de 3.000 

monócitos (grupo dos fagócitos) e 20.000 linfócitos (grupo dos linfócitos) foram adquiridos no 

citômetro de fluxo BD LSRFortessaTM. Para a análise de fagocitose, parâmetros morfométricos 

e fenotípico-funcionais foi utilizado o software Flow Jo (Flow Cytometry Analysis Software, 

versão 10).  
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Tabela 4. Anticorpos utilizados para avaliar a produção de citocinas intracitoplasmáticas. 

Marcador Fluorocromo 
Principal fonte 

celular 
Função 

Anti-IL-12 PE 
Macrófagos, 

células 
dendríticas 

Células T: diferenciação para o tipo 1 

NK e células T: síntese de IFN- e 

aumento da atividade citotóxica 

Anti-TNF PE 
Linfócitos T, NK 
e macrófagos 

Ativação celular e inflamação 

Anti-TGF-β PE 

Linfócitos T 
reguladores, 
macrófagos, 
outros tipos 

celulares 

Células T: inibição da proliferação e de 
funções efetoras; 

Macrófagos: inibição da ativação e 
estimulação de fatores angiogênicos 

Anti-IL-10 PE 
Macrófagos, 
Linfócitos T e 
Linfócitos B 

Macrófagos e células dendríticas: inibição 
da expressão de IL-12, coestimuladores e 

MHC de classe II 

Anti- IFN- PE 
Linfócitos T, 
macrófagos 

Macrófagos: ativação clássica (aumento 
das funções microbicidas) 

Células T: diferenciação para o tipo 1 
Outras células: aumento da expressão de 

moléculas de ativação, aumento do 
processamento e apresentação de 

antígenos 

Anti-IL-4 PE 
Linfócitos T (tipo 
2) e mastócitos 

Células T: diferenciação para o tipo 2 
Macrófagos: ativação alternativa e inibição 

da ativação clássica pelo IFN- 
Fonte: Abbas et al., 2018. 

 

A Figura 13 esquematiza o protocolo de avaliação das atividades antileishmania e 

imunomoduladora dos fármacos anticâncer, usando sangue periférico humano, por citometria 

de fluxo. 
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Figura 13. Desenho esquemático demonstrando o protocolo para avaliação da atividade antileishmania 
e imunomoduladora, por citometria de fluxo. 

 

4.3.6 Avaliação do perfil de produção de óxido nítrico intracelular por fagócitos do 
sangue periférico incubados com L. infantum e tratados ou não com os fármacos 
anticâncer 

 A estratégia utilizada para avaliar a produção de óxido nítrico (NO) intracelular consiste 

na utilização da sonda diacetato de 4,5-diaminofluoresceína (DAF-2DA), que é permeável à 

membrana celular. Por ação de esterases intracelulares, DAF-2DA é convertido a DAF-2, que 

não é permeável à membrana celular, permanecendo, portanto, no interior das células. Em 

pH fisiológico, o DAF-2 é relativamente não fluorescente, entretanto, na presença de óxido 

nítrico, um produto fluorescente é formado, o triazolofluoresceína (DAF-2T). Assim, a 

intensidade da fluorescência emitida pelo DAF-2T é proporcional à concentração de NO 

intracelular e pode ser quantificada por meio da citometria de fluxo (Kojima et al., 1998). 

Após ajuste da suspensão de parasitos marcados com AF647 (1,0x107 parasitos/mL) 

e de células (1,0x106 células/mL), realizou-se culturas em tubos de polipropileno de 5 mL, 

contendo células e parasitos (proporção de 1 parasito para 2 células), fármacos nas 

concentrações de 100 μM para letrozol e pamidronato e 25 μM para anfotericina B, na 

Amostras de sangue periférico
Marcação das formas promastigotas de 

L. infantum com AlexaFlúor 647

Ajuste da suspensão celular 

1,0x106 células/mL
Ajuste da suspensão de parasitos 

1,0x107 parasitos/mL

Incubação: Suspensão celular + promastigotas de L. infantum

marcadas com AlexaFlúor 647 + fármacos (letrozol 100 µM, 

pamidronato 100 µM e anfotericina B 25 µM)

2 h+ 4 h BFA a 37 C, 5%CO2

Marcação com Live/Dead Acqua

Marcação com anticorpos de superfície

FAGÓCITOS LINFÓCITOS

Anti-HLA-DR-PerCP

Anti-CD14-V450

Anti-CD16-AlexaFlúor700

Anti-TLR2 e Anti-TLR4-PE

Anti-CD3-PerCP

Anti-CD19-V450

Anti-CD8-AlexaFlúor700

Lise/lavagem das células Lise/lavagem das células

Permeabilização das células Permeabilização das células

Marcação intracelular de citocinas

IL-12; TNF; TGF-β; IL-10-PE

Marcação intracelular de citocinas

TNF; IFN- ; IL-4; IL-10-PE

Lavagem/fixação Lavagem/fixação

Aquisição no citômetro de Fluxo  

BD LSRFortessa 

Aquisição no citômetro de Fluxo  

BD LSRFortessa 

Análise dos dados
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presença da sonda DAF-2DA.  As amostras foram incubadas durante 5 horas sob agitação 

constante em homogeneizador hematológico à 37°C, em estufa contendo 5% de CO2.  

Neste protocolo, foram realizados as seguintes abordagens: cultura controle negativo: 

somente células e meio RPMI; cultura controle de produção basal: células na presença de 

DAF-2DA; cultura controle de funcionalidade: células na presença de LPS, potente indutor da 

produção de NO (concentração final de 10 µg/mL) e DAF-2DA; controle de especificidade: 

células na presença de aminoguanidina, inibidor seletivo da síntese de NO via iNOS 

(concentração final de 10 µM) e DAF-2DA; cultura de estimulação específica: células na 

presença de L. infantum marcada com AF647 e DAF-2DA; e culturas de estimulação 

específica e tratadas com letrozol 100 µM; pamidronato 100 µM e anfotericina B 25 µM. 

Após as incubações, os tubos de cultura foram colocados imediatamente no gelo e, 

em seguida, o volume das culturas foi transferido para tubos de poliestireno de 5 mL 

correspondentes aos estímulos, contendo 1 µL de anticorpos monoclonais para identificação 

das populações de monócitos (anti-CD14-V450) e neutrófilos (anti-CD16-AlexaFlúor 700) e 2 

µL de anticorpo anti-HLA-DR-PerCP para identificação da molécula de ativação. As amostras 

foram homogeneizadas em vórtex e incubadas por 20 minutos, à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz. Após incubação, as amostras foram submetidas à lise dos eritrócitos utilizando 

solução de lise comercial (FACS Lising Solution, BD), previamente diluída dez vezes em água 

Tipo I e incubadas durante 10 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz.  Em 

seguida, adicionou-se 1 mL de PBS 1x e as amostras foram centrifugadas a 600 x g durante 

7 minutos à 4°C. Após centrifugação, os sobrenadantes foram descartados e o pellet 

ressuspendido no vórtex, seguindo adição de 2 mL de PBS 1x e centrifugação a 600 x g 

durante 7 minutos à 18°C. Finalizada a centrifugação, os sobrenadantes foram descartados e 

o pellet ressuspendido no vórtex, seguindo adição de 200 μL de PBS 1x em cada tubo. As 

amostras foram imediatamente adquiridas no citômetro de fluxo BD LSRFortessaTM (3.000 

eventos no gate de monócitos). Para a análise dos dados foi utilizado o software Flow Jo (Flow 

Cytometry Analysis Software, versão 10). 

A Figura 14 esquematiza o protocolo de avaliação do perfil de produção de óxido nítrico 

intracelular, por citometria de fluxo. 
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Figura 14. Desenho esquemático demonstrando o protocolo para avaliação do perfil de produção de 
óxido nítrico intracelular por fagócitos do sangue periférico, por citometria de fluxo. 

 

4.3.7 Avaliação das alterações ultraestruturais e subcelulares por microscopia 
eletrônica de transmissão e microscopia eletrônica de varredura 
 

Para análise ao nível morfológico e subcelular, leucócitos do sangue periférico, 

incubados com L. infantum, tratados e processados conforme o ensaio ex vivo (item 4.3.5) 

foram fixados durante 3 horas em 500 µL de fixador glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato 

0,1 M. Decorrido o tempo de fixação, as amostras foram centrifugadas a 600 x g por 10 

minutos e o sobrenadante descartado. Para a microscopia eletrônica de transmissão (MET), 

foram adicionados 400 µL de tampão fosfato 0,1 M e as amostras mantidas em tubos 

microtubos. Para a microscopia eletrônica de varredura (MEV), 100 µL das amostras em 

tampão fosfato foram colocadas em lamínulas de 13 mm previamente tratadas com poli-L-

lisina e colocadas em placas de 24 poços. Após fixação, as lamínulas foram mantidas 

recobertas com tampão fosfato 0,1 M. Todas as amostras foram mantidas a 4°C até o 

momento do processamento.  

Adicionalmente, formas promastigotas de L. infantum foram incubadas com os 

fármacos, nas mesmas condições utilizadas no ensaio ex vivo (concentrações de 100 µM para 

Amostras de sangue periférico
Marcação das formas promastigotas de 

L. infantum com AlexaFlúor 647

Ajuste da suspensão celular 

1,0x106 células/mL
Ajuste da suspensão de parasitos 

1,0x107 células/mL

Incubação: Suspensão celular + promastigotas de L. infantum

marcadas com AlexaFlúor 647 + fármacos (letrozol 100 µM, 

pamidronato 100 µM e anfotericina B 25 µM)

2h à 37 C, 5%CO2

Adição da sonda DAF-2DA

Marcação com anticorpos de superfície

Anti-HLA-DR-PerCP

Anti-CD14-V450

Anti-CD16-AlexaFlúor700

Lise/lavagem das células

Fixação das células

Aquisição no citômetro de Fluxo  

BD LSRFortessa 

Análise dos dados

3h à 37 C, 5%CO2
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letrozol e pamidronato e 25 µM para anfotericina B seguindo 6 horas de incubação) e 

processadas da mesma maneira citada acima.  

As amostras foram enviadas para o Centro de Microscopia da UFMG, para que 

pudessem ser processadas. O processamento para MET envolveu as etapas de fixação 

secundária, desidratação, inclusão, ultramicrotomia e contrastação. Já para MEV, envolveu 

as etapas de desidratação, montagem e metalização. Após as etapas de processamento, as 

imagens foram adquiridas utilizando microscópio eletrônico de transmissão Tecnai G2-12 – 

FEI SpiritBiotwin 120kV para as amostras de MET e o microscópio eletrônico de varredura – 

FEI Quanta 200 FEG e, posteriormente, analisadas quanto aos aspectos ultra-estruturais, 

morfológicos e subcelulares. 

 

4.3.8 Estratégias de análise dos dados obtidos nos experimentos ex vivo utilizando 
leucócitos do sangue periférico humano incubados com L infantum e tratados ou não 
com os fármacos, por citometria de fluxo 
 
4.3.8.1 Estratégias de análise multiparamétrica de monócitos do sangue periférico por 
citometria de fluxo 
 

Para a identificação das populações celulares em estudo, inicialmente, foi feita a 

análise de Time versus granulosidade celular (Side Scatter Area - SSC-A) (Time x SSC-A) 

(Figura 15A), em que as células foram selecionadas de acordo com a homogeneidade da 

leitura, ou seja, essa análise é importante para verificar se houve alguma bolha ou falha 

durante a leitura das amostras que possa ter provocado momentos de interrupção no fluxo e 

aquisição inadequada das amostras. A partir da seleção das células, foram construídos 

gráficos de tamanho celular em relação à área (Forward Scatter Area - FSC-A) versus 

tamanho celular em relação à altura (FSC-H) (FSC-A x FSC-H), para selecionar os singletos 

ou “single cells” (Figura 15B) que representa o fluxo individual de células passando pelo laser. 

Após identificação e seleção da população de “single cells”, foram construídos gráficos de 

tamanho celular versus granulosidade (FSC-A x SSC-A) para verificação do perfil 

morfométrico dos leucócitos do sangue periférico (Figura 15C).  
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Figura 15. Análise da qualidade da leitura das amostras, por citometria de fluxo. (A) representa a 
homogeneidade da leitura, através do perfil de Time versus granulosidade celular (SSC-A). (B) 
representa a seleção das “singles cells”, células únicas que passaram individualmente pelo laser, em 
gráficos de FSC-H versus FSC-A (tamanho celular em relação a área versus tamanho celular em 
relação à altura); (C) representa o perfil morfométrico dos leucócitos do sangue periférico, em gráficos 
de FSC-A versus SSC-A (tamanho versus granulosidade).  
 

Os monócitos foram identificados e selecionados por uma janela - “gate”, em gráficos 

de CD14-V450 versus granulosidade celular (SSC-A) (Figura 16A). Após seleção da 

população de interesse foi possível avaliar o percentual de monócitos viáveis, em gráficos de 

Live/Deadlow versus CD14-V450 (Figura 16B). A partir da seleção dos monócitos viáveis, 

foram construídos gráficos de HLA-DR-PerCP versus CD14-V450, para seleção dos 

monócitos CD14+HLA-DR++ (Figura 16C). Dentro do “gate” dos monócitos CD14+HLA-DR++, 

os mesmos foram categorizados em monócitos clássicos (CD14++CD16-) e monócitos não 

clássicos (CD14++CD16+), por meio da construção de gráficos de CD14-V450 versus CD16-

Alexa Flúor 700 (CD16-AF700), representados na Figura 16D. 

O percentual de fagocitose de formas promastigotas de L. infantum por cada 

subpopulação de monócitos, na presença e ausência dos fármacos estudados, foi realizado 

por meio da seleção da subpopulação de monócito e construção de gráficos de Leish-AF647 

(Leish-Alexa Fluor 647) versus CD14-V450 (Figura 16E). Também, em cada subpopulação 

de monócito, foram avaliadas as densidades de expressão de CD14-V450, da molécula de 

ativação HLA-DR-PerCP e dos receptores Toll TLR-2-PE e TLR-4-PE, por meio da 

intensidade média de fluorescência (IMF), obtidas por meio da construção de histogramas.  

 Já a análise do perfil de produção de citocinas intracitoplasmáticas IL-12, TNF, TGF-

β e IL-10 foi avaliada somente na população de monócitos totais - CD14+HLA-DR+. Após 

seleção da população de interesse, foram construídos gráficos de CD14-V450 versus citocina-

PE, em que foi possível quantificar o percentual de monócitos produtores de cada citocina 

avaliada (Figura 16H).  
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Figura 16. Análise da população de monócitos do sangue periférico humano, por citometria de fluxo. 
(A) representa o perfil celular da população de monócitos, selecionada por meio de gráficos de CD14-
V450 versus SSC-A (granulosidade); (B) representa a seleção da população de monócitos viáveis, por 
meio de gráficos de Live/Dead-AmCyan versus CD14-V450; (C) análise dos monócitos quanto à 
expressão de HLA-DR, em gráficos de HLA-DR-PerCP versus CD14-V450; (D) representa a subdivisão 
de monócitos em duas subpopulações, monócitos clássicos (CD14++CD16-) e não clássicos 
(CD14++CD16+), por meio de gráficos de CD14-V450 versus CD16-AF700; (E) análise de cada 
subpopulação de monócitos quanto ao perfil de fagocitose, em gráficos de Leish-AF647 versus CD14-
V450; (F) representa a expressão de HLA-DR avaliada em histogramas da intensidade média de 
fluorescência (IMF) de HLA-DR-PerCP versus número de eventos; (G) representa a IMF da expressão 
dos receptores Toll (TLR-2-PE) versus número de eventos; (H) representa a produção de citocinas 
intracitoplasmáticas, em gráficos de CD14-V450 versus IL-12-PE (citocina-PE). 
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4.3.8.2 Estratégias de análise multiparamétrica de neutrófilos do sangue periférico por 
citometria de fluxo 
 

A seleção da população de neutrófilos se deu, inicialmente, conforme descrito na 

Figura 15 acima. Os neutrófilos foram identificados por meio de gráficos de CD16-AF700 

versus SSC-A (granulosidade) (Figura 17A). Após seleção dos neutrófilos, foi realizada 

análise para separação e seleção dos neutrófilos viáveis, por meio de gráficos de Live/Deadlow 

versus CD16-AF700 (Figura 17B). Posterior à seleção dos neutrófilos viáveis, os mesmos 

foram analisados quanto à expressão de HLA-DR, sendo analisados como neutrófilos 

ativados (CD16+HLA-DR+) e neutrófilos não ativados (CD16+HLA-DR-), por meio da 

construção de gráficos de HLA-DR-PerCP versus CD16-AF700 (Figura 17C). 

O percentual de fagocitose de formas promastigotas de L. infantum por cada 

subpopulação de neutrófilo, na presença e ausência dos fármacos estudados, foi realizado 

por meio da seleção da subpopulação de neutrófilo e construção de gráficos de Leish-AF647 

(Leish-Alexa Fluor 647) versus CD16-AF70 (Figura 17D). Também, em cada subpopulação 

de neutrófilo, foi avaliada a densidade de expressão de HLA-DR-PerCP (Figura 15E) e dos 

receptores Toll TLR-2-PE e TLR-4-PE (Figura 17F), por meio da intensidade média de 

fluorescência (IMF), obtidas por meio da construção de histogramas.  

 Já o perfil de produção de citocinas intracitoplasmáticas IL-12, TNF, TGF-β e IL-10 foi 

avaliado por meio da seleção da subpopulação de neutrófilo e construção de gráficos de 

CD16-AF700 versus citocina-PE (Figura 17G), em que foi possível quantificar o percentual de 

células produtoras de cada citocina avaliada.  
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Figura 17. Análise da população de neutrófilos do sangue periférico humano, por citometria de fluxo. 
(A) representa o perfil celular da população de neutrófilos, selecionada por meio de gráficos de CD16-
AF700 versus SSC-A (granulosidade); (B) representação da seleção da população de neutrófilos 
viáveis, por meio de gráficos de Live/Dead-AmCyan versus CD16-AF700; (C) análise dos neutrófilos 
considerando a expressão de HLA-DR, em gráficos de HLA-DR-PerCP versus CD16-AF700; (D) 
análise de neutrófilos quanto ao perfil de fagocitose, em gráficos de Leish-AF647 versus CD16-AF700; 
(E) análise de neutrófilos quanto a expressão de HLA-DR, em histogramas da intensidade média de 
fluorescência (IMF) de HLA-DR-PerCP versus número de eventos. (F) representa a IMF da expressão 
dos receptores Toll (TLR-2-PE) versus número de eventos; (G) representa o perfil de produção de 
citocinas intracitoplasmáticas, em gráficos de CD14-V450 versus TNF-PE (citocina-PE). 
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4.3.8.3 Estratégias de análise multiparamétrica para linfócitos do sangue periférico por 
citometria de fluxo 
 

 Da mesma maneira, assim como para as populações de monócitos e neutrófilos, as 

análises iniciais para os linfócitos compreenderam estratégias já descritas na Figura 15. 

A partir do perfil de tamanho versus granulosidade, foi possível identificar e selecionar 

a população de linfócitos (Figura 18A). Uma vez selecionada, procedeu-se a análise da 

viabilidade celular, com seleção da população de linfócitos viáveis, por meio de gráficos de 

Live/Deadlow versus SSC-A (Figura 18B). Selecionada a população viável, foi feita a separação 

dos linfócitos T totais dos linfócitos B, por meio de gráficos de CD19-V450 versus CD3-PerCP 

(Figura 18C). Dentro do “gate” dos linfócitos T totais, foi realizada a separação dos linfócitos 

T CD8+ e CD8-, em gráficos de CD8-AF700 versus CD3-PerCP (Figura 18D).  

Para cada subpopulação de linfócito foi possível obter o perfil de produção 

intracitoplasmática das citocinas TNF, IFN-, IL-4 e IL-10, por meio de gráficos de CD19-V450 

versus citocina-PE (para linfócitos B), CD8-AF700 versus citocina-PE e CD3-PerCP versus 

citocina-PE (Figuras 18E, 18F e 18G). 
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Figura 18. Análise da população de linfócitos, por citometria de fluxo. (A) representa a separação e 
seleção dos linfócitos totais, em gráficos de tamanho versus granulosidade (FSC-A versus SSC-A); (B) 
representa a seleção dos linfócitos viáveis, em gráficos de Live/Dead-AmCyan versus SSC-A; (C) 
representa a seleção das populações de linfócitos B e T totais, em gráficos de CD19-V450 versus CD3-
PerCP; (D) representa a identificação das subpopulações de linfócitos T totais (T CD8+ e CD8-), em 
gráficos de CD8-AF700 versus CD3-PerCP; (E) (F) (G) representam as estratégias de análise do perfil 
de produção de citocinas intracitoplasmáticas, em cada subpopulação de linfócito, em gráficos de 
CD19-V450 versus IL-4-PE, CD3-PerCP versus IL-4-PE e CD8-AF700 versus IL-4-PE, 
respectivamente.  
 

4.3.8.4 Estratégias de análise do perfil de produção de óxido nítrico intracelular por 
monócitos e neutrófilos do sangue periférico por citometria de fluxo 
 

 A análise inicial para a produção de óxido nítrico intracelular, por monócitos e 

neutrófilos do sangue periférico, se deu da mesma forma como descrito na Figura 15. 
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 Para a seleção da população de monócitos, foram construídos gráficos de CD14-V450 

versus SSC-A (Figura 19A). Selecionada a população de interesse, os monócitos foram 

definidos de acordo com a expressão de HLA-DR, de acordo com a Figura 19B. Em seguida, 

os monócitos foram subdivididos em monócitos clássicos (CD14++CD16-) e não clássicos 

(CD14++CD16+), por meio da construção de gráficos de CD14-V450 versus CD16-AF700 

(Figura 19C). Dentro de cada subpopulação de monócitos, a intensidade média de 

fluorescência (IMF) de DAF-2T foi avaliada e visualizada por meio de histogramas DAF-2T-

FITC versus número de eventos (Figura 19D). 

 Já os neutrófilos foram selecionados em gráficos de CD16-AF700 versus SSC-A 

(Figura 19E) e, uma vez selecionados, os neutrófilos foram separados quanto à expressão de 

HLA-DR, em gráficos de HLA-DR-PerCP versus CD16-AF700 (Figura 19F). Em seguida, 

dentro de cada subpopulação de neutrófilos, foi avaliado o perfil de produção intracelular de 

NO por meio de histogramas de IMF de DAF-2T-FITC versus número de eventos (Figura 19G). 

 

 

Figura 19. Análise do perfil de produção de óxido nítrico intracelular, por monócitos e neutrófilos do 
sangue periférico, por citometria de fluxo. (A) representa o perfil celular da população de monócitos, 
selecionada por meio de gráficos de CD14-V450 versus SSC-A (granulosidade); (B) análise dos 
monócitos quanto à expressão de HLA-DR, em gráficos de HLA-DR-PerCP versus CD14-V450; (C) 
representa a subdivisão de monócitos em duas subpopulações, monócitos clássicos (CD14++CD16-) e 
não clássicos (CD14++CD16+), por meio de gráficos de CD14-V450 versus CD16-AF700; (D) análise de 
cada subpopulação de monócitos quanto ao perfil de produção de óxido nítrico intracelular, por meio 
de histogramas de intensidade média de fluorescência (IMF) de DAF-2T-FITC versus número de 
eventos; (E) representa o perfil celular da população de neutrófilos, selecionada por meio de gráficos 
de CD16-AF700 versus SSC-A (granulosidade); (F) representa a subdivisão dos neutrófilos 
considerando a expressão de HLA-DR, em gráficos de HLA-DR-PerCP versus CD16-AF700; (G) 
análise das subpopulações de neutrófilos quanto ao perfil de produção de óxido nítrico intracelular, por 
meio de histogramas de intensidade média de fluorescência (IMF) de DAF-2T-FITC versus número de 
eventos. 
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4.4 Avaliação do potencial imunomodulador e da eficácia in vivo dos fármacos letrozol 
e pamidronato em modelo de leishmaniose visceral experimental  
 

Os estudos para avaliação do potencial antileishmania e imunomodulador dos dois 

fármacos anticâncer foram realizados no modelo de leishmaniose visceral experimental, 

conforme Figura 20 abaixo: 

 

Figura 20. Desenho esquemático demonstrando as estratégias experimentais utilizadas para avaliação 
da atividade antileishmania e imunomoduladora in vivo, utilizando camundongos Balb/c. 
  

4.4.1 Aspectos éticos 

 
O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Fiocruz (CEUA – Fiocruz), sob a licença LW4/20. 

 
4.4.2 Obtenção das formas promastigotas de L. (L) infantum 

  
 Formas promastigotas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/74/PP75) foram descongeladas 

e cultivadas em meio de cultura Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino e 

solução antibiótica (100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). Após sete dias, 

os parasitos estavam viáveis e foi realizada a infecção de dois camundongos Balb/c, via 

intravenosa na veia lateral da cauda. Oito dias após, o baço e fígado dos animais foram 

removidos, triturados e o material processado obtido em meio de cultura Schneider 

suplementado foi colocado em placas de cultura estéril de 96 poços. Após 8 dias, culturas de 

promastigotas em meio Schneider suplementado foram iniciadas para a obtenção de massa 

de parasitas para a infecção. 
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Carga parasitária no 

baço e no fígado

Diluição limitante

Avaliação da eficácia

Quantificação de 

citocinas no soro

Cytometric Bead Array

(CBA)

Potencial imunomodulador
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4.4.3 Animais  

 
 Para este ensaio, foram utilizados camundongos (Mus musculus) fêmeas Balb/c, com 

idade de 4-6 semanas, e pesando entre 20-25 gramas, adquiridos do Biotério do Instituto 

René Rachou, Fiocruz/Minas. Os animais foram alojados no Biotério, equipado com controle 

de temperatura, ventilação, ciclo claro-escuro (12/12 horas) e acondicionados em caixas de 

plástico.  Durante todo o tempo de execução do protocolo, os animais tiveram livre acesso a 

água e ração.  

 

4.4.4 Infecção, tratamento e eutanásia dos animais 

 
 Os animais foram infectados com as formas promastigotas de L. infantum em fase 

estacionária de crescimento, provenientes da fase estacionária de crescimento, através do 

inóculo de 2,0x107 parasitos/200µL, por injeção intravenosa (veia lateral da cauda).  

 Após sete dias de infecção, os animais foram separados em grupos (n=6), e tratados 

uma vez ao dia, durante cinco dias consecutivos, com pamidronato 10,0 mg/Kg/dia (100 µL) 

via intraperitoneal e com letrozol nas doses de 2, 1 e 0,2 mg/Kg/dia via gavage (200 µL). 

Anfotericina B foi utilizada como medicamento de referência e administrada na dose de 5,0  

mg/Kg/dia via intraperitoneal (200 µL). Os animais dos grupos controles foram infectados e 

não tratados ou receberam diluente carboximetilcelulose (CMC) 0,5% (200 µL) via gavage, 

que foi utilizado para a solubilização do letrozol.  

 Após três dias do final do tratamento, os animais foram anestesiados com cetamina 

100mg/Kg + xilazina 10,0 mg/Kg, via intraperitoneal e o sangue coletado por punção cardíaca. 

O sangue coletado foi centrifugado a 800 x g por 10 minutos a 18oC e o soro foi armazenado 

a -20°C, para a quantificação de citocinas.  Após coleta do sangue, os animais foram 

eutanasiados em câmara de CO2 e o baço e o fígado de cada animal foi coletado. A eficácia 

dos fármacos foi determinada através da quantificação da carga parasitária no baço e no 

fígado, determinada pelo método de diluição limitante. 

Os animais foram observados diariamente, quanto aos aspectos que seriam 

indicativos de dor e sofrimento, como ereção dos pelos e isolamento. Adicionalmente, a 

toxicidade foi estimada através da massa corpórea, antes e após os tratamentos.  

  

4.4.5 Diluição limitante 
 
 Após a eutanásia dos animais, o baço e o fígado foram coletados e colocados em 

tubos cônicos de polipropileno de 15 mL contendo meio Schneider não suplementado. As 

amostras foram homogeneizadas em Ultra-Turrax e, em seguida, as suspensões foram 

centrifugadas, a 50 x g para o baço, por dois minutos a 4°C, e a 52 x g por um minuto a 4°C 
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para o fígado, para sedimentação. O sobrenadante de cada órgão foi coletado e colocado em 

outro tubo cônico de polipropileno de 15 mL e novamente centrifugados, a 1620 x g por dois 

minutos a 4°C para o baço e a 1900 x g por 10 minutos a 4°C para o fígado. O sobrenadante 

foi descartado e o pellet formado foi ressupendido em 1 mL de meio Scheneider suplementado 

com 10% SFB e solução antibiótica (100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). 

A diluição foi realizada em triplicata (1:10), em cultivos sucessivos em placas de 96 poços, 

que foram incubadas em estufa B.O.D. a 26°C, por 8 dias. Após o tempo de incubação, cada 

poço foi examinado em microscópio de luz invertida para avaliar a presença de parasitos 

viáveis. A carga parasitária nos órgãos foi determinada a partir da menor diluição em que o 

crescimento foi observado (Titus et al., 1985). 

 

4.4.6 Quantificação de citocinas séricas por citometria de fluxo  

 
 A quantificação de citocinas séricas foi realizada empregando-se o ensaio   

citofluorimétrico Cytometric Bead Array (CBA, Becton Dickinson-BD), em que diferentes 

citocinas podem ser quantificadas, simultaneamente, utilizando-se pequenos volumes de 

amostra, por meio de microesferas fluorescentes com diferentes intensidades de 

fluorescência e conjugadas com anticorpos específicos para as citocinas a serem analisadas, 

sendo posteriormente detectadas no canal FL-3 do citômetro de fluxo FACSverse™ (Becton 

Dickinson). 

  Foi utilizado o kit Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine kit – IL-2, IL-4, IL-6, IFN, TNF, IL-17A 

e IL-10 (Becton Dickinson-BD), e o protocolo realizado de acordo com as instruções do 

fabricante. Foram utilizadas populações de microesferas com intensidades de fluorescência 

distintas conjugadas com anticorpos monoclonais de captura específicos para cada citocina a 

ser analisada. Os ensaios foram realizados em placas de 96 poços fundo em U (Falcon) 

incubando-se 25 µL das amostras de soro dos animais juntamente com 17 µL da mistura de 

microesferas e 17 µL do reagente de detecção PE (ficoeritrina). O mesmo procedimento foi 

realizado para as curvas-padrão de citocinas, com incubação de 25 µL dos padrões de 

citocinas, submetidos a diluição seriada com diluente G (“Top Standart” – 5000pg/mL, 1:2 – 

2500pg/mL, 1:4 – 1250pg/mL, 1:8 – 625pg/mL, 1:16 – 312,5pg/mL, 1:32 – 156pg/mL, 1:64 – 

80pg/mL, 1:128 – 40pg/mL e 1:256 – 20pg/mL) e 25L de diluente G apenas (controle 

negativo). As amostras foram homogeneizadas e incubadas à temperatura ambiente e ao 

abrigo da luz, durante 3 horas, em agitador de placas (velocidade de 500 rpm).  

Após o período de incubação, 160 µL da solução F (“Wash buffer”, reagente presente 

no kit CBA), foram adicionados às amostras, seguido de centrifugação a 400 x g, durante 10 

minutos à 18°C, para lavagem das microesferas de captura. Após centrifugação, as 

microesferas foram ressuspendidas utilizando-se 200 µL do reagente F.  
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Foram adquiridas pelo menos 300 microesferas por analito avaliado com o auxílio do 

software FACS Suite versão 1.0 no citômetro de fluxo FACSverse™ (Becton Dickinson). As 

populações de microesferas foram visualizadas de acordo com as suas respectivas 

intensidades de fluorescência: da menos brilhante para a mais brilhante. Os resultados foram 

gerados em intensidade média de fluorescência do canal de revelação FL-2 e expressos em 

pg/mL por meio da análise de equação do quinto parâmetro logístico, utilizando-se o software 

FCAP array v3.0 (Soft Flow). 

 
 

 
Figura 21. Desenho esquemático demonstrando o protocolo para avaliação da atividade antileishmania 
e imunomoduladora dos fármacos letrozol e pamidronato in vivo. 

 

 
4.5 Análise estatística dos dados 

 
As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software GraphPad Prism 

7.0.0 (San Diego, CA). Todos os dados obtidos foram submetidos a testes de normalidade. 

Para os dados que apresentaram distribuição não paramétrica, a comparação entre dois 

grupos foi feita aplicando-se o teste de Mann Whitney. Para os dados paramétricos, 

empregou-se o teste ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey ou Dunnett’s. Os dados obtidos 

por meio da diluição limitante foram transformados em log+1 e avaliados conforme descrito 

acima. As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando p menor que 

0,05. 

Dia 1 Dia 7 Dia 11 Dia 14

Infecção dos animais Início do tratamento

7 dias de infecção 5 dias consecutivos de tratamento 3 dias após tratamento

Final do tratamento Eutanásia

2,0x107 promastigotas i.v

L. Infantum (PP75) 

Pamidronato i.p

10,0 mg/Kg/dia

Anfotericina B i.p

5,0 mg/Kg/dia

Letrozol gav.

2,0 mg/Kg/dia

1,0 mg/Kg/dia

0,2 mg/Kg/dia

Diluente gav.

CMC 0,5%

Carga parasitária 

Diluição limitante

Citocinas 

Cytometric Bead

Array (CBA)
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5. RESULTADOS 

5.1 Avaliação da citotoxicidade celular e das atividades antiamastigota e 
antipromastigota in vitro dos fármacos letrozol e pamidronato  

5.1.1 Avaliação da atividade antipromastigota 

 A Figura 22 demonstra os dados da atividade antipromastigota dos fármacos letrozol 

(LET) e pamidronato (PAM). Observa-se que nas concentrações avaliadas, LET foi tóxico para 

as formas promastigotas de L. infantum na concentração de 500 µM, quando comparado ao 

controle não tratado (Figura 22B). Já o pamidronato se mostrou tóxico para os parasitos nas 

concentrações de 500 a 62,5 µM, quando comparado ao controle não tratado (Figura 22C). A 

anfotericina B, fármaco referência e utilizado neste estudo como controle positivo, se mostrou 

tóxico nas concentrações de 300 a 0,05 µM (Figura 22A).  

 

Figura 22. Avaliação da atividade antipromastigota dos fármacos (A) anfotericina B (ANFB), (B) letrozol 
(LET) e (C) pamidronato (PAM), após 72 horas de tratamento. Os resultados estão expressos como 
percentual de viabilidade das promastigotas de L. infantum, quantificada pelo ensaio de MTT, em 
formato de gráficos de barra que destacam a média e o desvio padrão da média, de três experimentos 
independentes, realizados em triplicata. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre as 
concentrações dos grupos ANFB, LET e PAM em relação à cultura controle (não tratado) estão 
representadas pelo nível de significância destacado por. * (p<0,05), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001). 

 

 Após verificar a atividade dos fármacos letrozol e pamidronato contra as formas 

promastigotas de L. infantum, foram determinados os respectivos valores de CI50 para os 

parasitos, conforme disposto na Tabela 5. 
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Tabela 5. Concentração inibitória (CI50) dos fármacos letrozol e pamidronato contra as formas 
promastigotas de L. infantum. 
 
                                         

 

 

                     

                          95% IC: intervalo de confiança de 95%; µM: micromolar.  

As alterações ultraestruturais e subcelulares analisadas por microscopia eletrônica de 

transmissão (MET) das formas promastigotas de L. infatum, tratadas com as concentrações 

de CI50 obtidas para cada fármaco, durante 72 horas, estão apresentadas na Figura 23.  As 

Figuras 23A e 23B representam as formas promastigotas da cultura controle (sem 

tratamento). É possível observar parasitos com aspectos e organelas normais, de acordo com 

as descritas na literatura (Silva et al., 2014), com evidência do núcleo (N), mitocôndrias (m), 

cinetoplasto (K) e bolsa flagelar (BF). É possível observar que ANFB promove vacuolização 

dos parasitos e alterações na membrana (presença de blebs) (Figura 23C). Nas Figuras 23D 

e 23E, é demonstrado que o tratamento com letrozol desencadeia formação de vacúolos, 

aparente modificação na morfologia do cinetoplasto e das mitocôndrias e presença de 

vacúolos contendo corpos multivesiculares no citoplasma. As mesmas alterações foram 

observadas após tratamento dos parasitos com pamidronato (Figuras 23F e 23G). 

 

 
Fármacos 

Promastigotas  CI50,  µM 
(95% IC) 

Letrozol 466,32 (452,9 – 1046) 

Pamidronato 93,84   (20,97– 232,2) 

Anfotericina B 0,09  (0,04 – 0,14) 
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Figura 23. Avaliação ultraestrutural e subcelular das formas promastigotas de L. infantum por 
microscopia eletrônica de transmissão, da (A-B) cultura controle (sem tratamento); e promastigotas 
tratadas com as respectivas CI50 de (C) Anfotericina B; (D-E) letrozol e (F-G) pamidronato, após 72 
horas. Seta preta cheia indica blebs de membrana. Cabeça de seta preta indica vesícula dentro da 
bolsa flagelar. Asteriscos indicam vesículas. Estrela indica vacúolos contendo corpos multivesiculares. 
N: núcleo; m: mitocôndria; K: kinetoplasto; V: vacúolo; F: flagelo; BF: bolsa flagelar. 
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5.1.2 Avaliação da atividade antiamastigota  

 

 A Figura 24 mostra o percentual de macrófagos infectados, bem como a quantidade 

de amastigotas intramacrófago, após o tratamento com LET e PAM. Observa-se que LET e 

PAM promoveram redução do percentual de células infectadas, de maneira concentração-

dependente quando comparado à cultura controle de fagocitose (CF) (Figuras 24B e 24C). O 

número de amastigotas intracelular também foi reduzido nas condições avaliadas (Figuras 

24E e 24F). O medicamento de referência, ANFB, por meio da metodologia utilizada, se 

mostrou efetivo em ambas as análises (Figuras 24A e 24D). 

 

Figura 24. Avaliação da atividade antiamastigota dos fármacos anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e 
pamidronato (PAM). (A), (B) e (C) representam o percentual de macrófagos infectados, após tratamento 
com ANFB, LET e PAM, respectivamente, e após 72 horas de tratamento; (D), (E) e (F) representam o 
número de amastigotas intramacrófago, após tratamento com ANFB, LET e PAM, respectivamente. Os 
resultados estão expressos em gráficos de barra que destacam a média e o desvio padrão da média, 
de três experimentos independentes, realizados em duplicata. As diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) entre as concentrações dos grupos ANFB, LET e PAM em relação à cultura 
controle de fagocitose (CF) estão representadas pelo nível de significância destacado por * (p<0,05), 
**(p<0,005), *** (p<0,002) e **** (p<0,0001). 

 

A Figura 25 mostra fotos representativas das células infectadas com L. infantum 

(controle) e após tratamento com ANFB, LET e PAM, nas diferentes concentrações avaliadas. 

É possível observar grande presença de amastigotas intracelulares na cultura controle, que é 

reduzida pela presença dos fármacos, de maneira concentração-dependente.  
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Figura 25. Figuras representativas dos macrófagos derivados de células THP-1 infectados com L. 
infantum (controle) e tratados com diferentes concentrações, por 72 horas, com anfotericina B (ANFB), 
letrozol (LET) e pamidronato (PAM). As setas indicam algumas das células infectadas. Aumento 60x. 
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5.1.2.1 Dosagem de óxido nítrico 

 A Figura 26 representa os dados obtidos da dosagem de óxido nítrico (NO), através 

da quantificação de nitrito presente no sobrenadante das culturas, após 72 horas de 

tratamento, pela reação de Griess. Os dados demonstram que LET e PAM não promovem 

produção de NO nas concentrações e no tempo avaliados (Figuras 26B e 26C), quando 

comparados ao grupo contendo somente células infectadas com L. infantum (CF). O controle 

positivo ANFB, sabidamente indutor da produção de NO, estimulou a liberação de NO, de 

maneira concentração-dependente (Figura 26A).  

 

Figura 26. Avaliação da produção de óxido nítrico pelos macrófagos derivados de células THP-1 (CC), 
infectados com L. infantum (CF) e após tratamento com (A) anfotericina B (ANFB), (B) letrozol (LET) e 
(C) pamidronato (PAM), por 72 horas. A concentração de óxido nítrico foi avaliada pelo método de 
Griess. Os resultados estão expressos como concentração de nitrito (µM), em gráficos de barra que 
destacam a média e o desvio padrão da média, de três experimentos independentes, realizados em 
duplicata. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentrações dos grupos 
ANFB, LET e PAM em relação ao grupo controle de fagocitose (CF) estão representadas pelo nível de 
significância destacado por * (p<0,05) e *** (p<0,005). 

 

5.1.3 Avaliação da citotoxicidade em macrófagos derivados de células THP-1 

 A Figura 27 mostra os resultados referentes à avaliação da citotoxicidade dos dois 

fármacos LET e PAM para macrófagos derivados de células THP-1, avaliada pela 

mensuração da viabilidade celular. O ensaio de viabilidade celular usando MTT demonstra 

que LET na concentração de 500 µM foi capaz de promover redução da viabilidade celular, 

observada pela redução da metabolização do MTT em 20%, quando comparado com o 

controle não tratado (Figura 27B). Não foi observada perda de viabilidade celular com 

pamidronato, nas concentrações avaliadas (Figura 27C). Redução da viabilidade celular foi 

observada com ANFB nas concentrações de 225 a 7 µM (Figura 27A). 
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Figura 27. Avaliação da viabilidade de macrófagos derivados de células THP-1, após tratamento com 
os fármacos (A) anfotericina B (ANFB) (B) letrozol (LET) e (C) pamidronato (PAM), por 72 horas. A 
viabilidade celular foi avaliada pela metabolização do MTT. Os resultados estão expressos como 
percentual de viabilidade celular, em formato de gráficos de barra que destacam a média e o desvio 
padrão da média, de três experimentos independentes, realizados em triplicata. As diferenças 
estatisticamente significativas (p<0,05) entre as concentrações dos grupos ANFB, LET e PAM em 
relação à cultura controle (não tratado) estão representadas pelo nível de significância destacado por * 
(p<0,05), *** (p<0,001) e **** (p<0,0001). 

 

Após verificar a atividade dos fármacos letrozol e pamidronato contra as amastigotas 

intracelulares de L. infantum, bem como a citotoxicidade em macrófagos derivados de células 

THP-1, foi possível determinar os respectivos valores de CI50 para os parasitos e CC50 para 

as células, de acordo com a Tabela 6. Através desses dados, o índice de seletividade (IS) 

pôde ser estimado, conforme disposto na Tabela 6.  

Tabela 6. Concentrações inibitória (CI50) e citotóxica (CC50), e índice de seletividade (IS) dos fármacos 
letrozol e pamidronato contra as formas amastigotas intracelulares e macrófagos derivados de células 
THP-1. 

Fármacos 
Amastigotas CI50, µM 

(95% IC) 
Mø CC50, µM 

(95% IC) 
Índice de 

Seletividade (IS) 

Letrozol 2,11 (0,5 – 9,9) 
 

> 500  237 

Pamidronato 1,52(0,07 – 3,15) 
 

> 500  329 

Anfotericina B 0,06 (0,03 – 0,09) 56,8 (3,61- 982,6) 947 
           95% IC: intervalo de confiança de 95%; IS: CC50/CI50 amastigotas; Mø: macrófagos derivados de  

           células THP-1; µM: micromolar. 
 

Não foi possível determinar o valor de CC50 para letrozol e pamidronato, uma vez que 

na maior concentração avaliada (500 µM), não foi observada redução em 50% da viabilidade 

celular. Portanto, a citotoxicidade foi considerada como maior que 500 µM e, dessa forma, os 

valores do índice de seletividade puderam ser estimados, considerando o valor máximo da 

concentração de 500 µM de cada fármaco utilizada no experimento. Usando esta estratégia, 

o IS estimado, foi de 237 para letrozol e 329 para pamidronato. Esses valores indicam que os 

fármacos foram mais tóxicos para os parasitos, e menos citotóxicos para a célula hospedeira.  
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5.2 Caracterização do potencial antileishmania e imunomodulador do letrozol e 
pamidronato usando o modelo preditivo de leucócitos do sangue periférico humano 
incubados com L. infantum no contexto ex vivo 

5.2.1 Avaliação da citotoxicidade celular em leucócitos do sangue periférico 

  

A citotoxicidade dos leucócitos do sangue periférico foi avaliada pela medida da 

viabilidade celular, utilizando marcador LiveDead. A Figura 28 mostra o percentual de 

viabilidade dos monócitos (CD14+), neutrófilos (CD16+) e linfócitos do sangue periférico, na 

ausência de parasitos e fármacos (controle de células – CC), na presença de parasitos 

(controle de fagocitose – CF) e na presença de células, parasitos e fármacos letrozol (LET) e 

pamidronato (PAM). Anfotericina B desoxicolato foi utilizada como droga de referência 

(ANFB). Observa-se que em todos os grupos houve redução da viabilidade da população de 

monócitos. No entanto, a citotoxicidade observada, foi inferior a 10%, em relação ao grupo 

controle de células (Figura 28A). Não foram observadas alterações estatisticamente 

significativas da viabilidade celular das populações de neutrófilos e linfócitos (Figuras 28B e 

C).  

 
Figura 28. Avaliação da viabilidade celular de (A) monócitos (CD14+LiveDeadlow), (B) neutrófilos 
(CD16+LiveDeadlow) e (C) linfócitos (Linfócitos+LiveDeadlow) de indivíduos (n=11) dos grupos: controle 
de células (CC), controle de fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e pamidronato 
(PAM), após 6 horas de cultura. Os resultados estão apresentados como percentual de células vivas 
(LiveDeadlow), em formato de gráficos de barra que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As 
diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CF, ANFB, LET e PAM em relação 
ao grupo CC estão representadas pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por * 
(p<0,05) e *** (p<0,001). 
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5.2.2 Avaliação do potencial antileishmania dos fármacos letrozol e pamidronato nos 
monócitos e neutrófilos do sangue periférico  

A Figura 29 representa o impacto dos fármacos letrozol (LET) e pamidronato (PAM), 

na redução de internalização de L. infantum por monócitos clássicos (CD14++CD16-) e não 

clássicos (CD14++CD16-), bem como por neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e não ativados 

(CD16+HLA-DR-). Observa-se que todos os fármacos utilizados, nas condições avaliadas, 

promoveram redução do percentual de células infectadas na subpopulação de monócitos 

clássicos (Figura 29A). LET e PAM, em relação ao controle de fagocitose, reduziram em cerca 

de 50% as formas internalizadas de L. infantum (Figura 29A). Nenhuma alteração foi 

observada para a subpopulação de monócitos não clássicos (Figura 29B). Com relação à 

atividade antileishmania dos neutrófilos, foi observado que somente o tratamento com LET 

promoveu redução da internalização de L. infantum, na subpopulação de neutrófilos ativados 

(Figura 29C). Nenhum dos tratamentos alterou a resposta dos neutrófilos não ativados, 

quando comparados ao controle de fagocitose (Figura 29D). 

 
Figura 29. Avaliação da atividade antileishmania em (A) monócitos clássicos (CD14++CD16-), (B) não 
clássicos (CD14++CD16+), (C) neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e (D) não ativados (CD16+HLA-
DR-)  do sangue periférico de doadores voluntários (n=11) dos grupos: controle de fagocitose (CF), 
anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e pamidronato (PAM), após 6 horas de cultura. Os resultados 
estão apresentados como percentual de células que internalizaram formas promastigotas de L. 
infantum, em formato de gráficos de dispersão que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As 
diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB, LET e PAM em relação ao 
grupo CF estão representadas pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por 
*(p<0,05), **(p<0,002) e *** (p<0,0002). 
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5.2.3 Caracterização dos aspectos fenotípicos dos monócitos e neutrófilos do sangue 
periférico  

5.2.3.1 Avaliação da expressão do receptor CD14 por monócitos e da molécula de 
ativação HLA-DR por monócitos e neutrófilos do sangue periférico 

 A avaliação da expressão do receptor CD14 nas subpopulações de monócitos e de 

HLA-DR nos monócitos e neutrófilos, está apresentada na Figura 30, e foi realizada com o 

objetivo de verificar se a presença do parasito e os tratamentos com os fármacos em estudo, 

promoveriam alteração no perfil de expressão dessas moléculas.  

De maneira muito interessante, podemos observar que a L. infantum promoveu 

downregulation de CD14 na subpopulação de monócitos clássicos (CD14++CD16-) (Figura 

30A), mas que a presença dos fármacos parece ter “protegido” as células da ação do parasito, 

pois verificamos que a intensidade média de fluorescência (IMF) associada à expressão de 

CD14 voltou ao padrão basal na presença dos medicamentos (Figura 30A). Os dados 

mostraram ainda aumento da expressão de HLA-DR na subpopulação de monócitos clássicos 

após tratamento com PAM (Figura 30C) e não clássicos (CD14+CD16++) após tratamento com 

LET e PAM (Figura 29D). Na subpopulação de neutrófilos ativados, somente a ANFB foi capaz 

de aumentar a expressão desse marcador nessa subpopulação (Figura 30E). Nas condições 

encontradas, nenhuma alteração da expressão de CD14 na subpopulação de monócitos não 

clássicos (Figura 30B) e HLA-DR nos neutrófilos não ativados foi observada (Figura 30F).  
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Figura 30. Avaliação do perfil de expressão do receptor CD14 nos (A) monócitos clássicos 
(CD14++CD16-) e nos (B) não clássicos (CD14++CD16+), e da molécula de ativação HLA-DR nos (C) 
monócitos clássicos, (D) monócitos não clássicos, (E) neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e (F) 
neutrófilos não ativados (CD16+HLA-DR-), do sangue periférico de doadores voluntários (n=11) dos 
grupos: controle de células (CC), controle de fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e 
pamidronato (PAM), após 6 horas de cultura. Os resultados estão apresentados como intensidade 
média de fluorescência (IMF) da expressão do receptor CD14 e da molécula de ativação HLA-DR, nas 
subpopulações de monócitos e neutrófilos, em formato de gráficos de barra que destacam a mediana 
e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CC, 
ANFB, LET e PAM em relação ao grupo CF e entre os grupos CF, ANFB, LET e PAM em relação ao 
grupo CC, estão representadas pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por 
*(p<0,05) e ** (p<0,03).  
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5.2.3.2 Avaliação da expressão dos receptores do tipo Toll 2 e 4 em monócitos e 
neutrófilos do sangue periférico 

A análise dos TLR-2 e TLR-4 teve o intuito de verificar se o tratamento com os 

fármacos alteraria o perfil de expressão desses receptores nos monócitos e nos neutrófilos. 

A Figura 31 representa o perfil de expressão dos TLR-2 e TLR-4 nos monócitos clássicos e 

não clássicos, bem como nos neutrófilos ativados e não ativados. Os dados demonstram que 

os grupos CF, ANFB, LET e PAM apresentam aumento estatisticamente significativo da IMF 

de TLR-2, em relação ao grupo CC, na subpopulação de monócitos clássicos (Figura 31A).  

Além disso, todos os grupos apresentaram redução estatisticamente significante da 

expressão de TLR-4 em relação ao grupo CC (Figura 31B). ANFB, quando comparado ao 

grupo CF, promoveu aumento da expressão desse receptor nos monócitos clássicos (Figura 

31E). Nenhuma alteração entre os grupos no perfil de expressão dos TLR-2 e TLR-4, foi 

observada nas subpopulações de monócitos clássicos, neutrófilos ativados e não ativados 

(Figura 31B, 31C, 31D, 31F, 31G e 31H). 
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Figura 31. Avaliação do perfil de expressão dos receptores do tipo Toll (TLR) 2 e 4 por monócitos 
clássicos (CD14++CD16-), não clássicos (CD14++CD16+) e por neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e 
não ativados (CD16+HLA-DR-) do sangue periférico de doadores voluntários (n=11) dos grupos: 
controle de células (CC), controle de fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e 
pamidronato (PAM), após 6 horas de cultura. Os resultados estão apresentados como intensidade 
média de fluorescência (IMF) da expressão dos receptores TLR-2 e TLR-4 nas subpopulações de 
monócitos e neutrófilos, em formato de gráficos de barra que destacam a mediana e o intervalo 
interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CC, ANFB, LET e 
PAM em relação ao grupo CF, e entre os grupos CF, ANFB, LET e PAM em relação ao grupo CC, estão 
representadas pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por *(p<0,003) e ** 
(p<0,008).  
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5.2.4 Caracterização da produção de óxido nítrico intracelular por monócitos e 
neutrófilos do sangue periférico 

Quanto à avaliação da produção de óxido nítrico (NO) intracelular, observa-se que 

mesmo após tratamento com LET e PAM, não houve alteração no perfil em nenhuma 

população celular em estudo, quando comparado ao grupo CF, indicando que nas condições 

avaliadas, esses fármacos não foram capazes de induzir produção de NO. Mas quando se 

analisa ANFB, os dados corroboram com os dados da literatura, pois em todas as populações 

analisadas a ANFB induziu a produção de NO (Figura 32). 

 

 

Figura 32. Avaliação do perfil de produção de óxido nítrico intracelular por (A) monócitos clássicos 
(CD14++CD16-), (B) não clássicos (CD14++CD16+) e por (C) neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e (D) 
não ativados (CD16+HLA-DR-) do sangue periférico de doadores voluntários (n=11) dos grupos: 
controle de células (CC), controle de fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e 
pamidronato (PAM), após 6 horas de cultura. Os resultados estão apresentados como intensidade 
média de fluorescência (IMF) da expressão de DAF-2T pelas subpopulações de monócitos e 
neutrófilos, em formato de gráficos de barra que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As 
diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CF, ANFB, LET, PAM em relação 
ao grupo CC, e entre os grupos CC, ANFB, LET, PAM em relação ao grupo CF estão representadas 
pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por *(p<0,05), ** (p<0,005), *** (p<0,0003) 
e **** (p<0,0001).  
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5.2.5 Caracterização do perfil de produção de citocinas intracitoplasmáticas por 
monócitos e neutrófilos do sangue periférico 
 
5.2.5.1 Perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias por monócitos e neutrófilos do 
sangue periférico 

A Figura 33 abaixo representa os resultados obtidos para análise do perfil de produção 

de citocinas pró-inflamatórias intracitoplasmáticas por monócitos totais (CD14+) e 

subpopulações de neutrófilos (CD16+HLA-DR+ e CD16+HLA-DR-) do sangue periférico 

humano após infecção com as formas promastigotas de L. infantum e tratamento com os 

antitumorais letrozol e pamidronato. Os dados mostram que tanto LET quanto PAM parecem 

ter função pró-inflamatória pois levaram ao aumento do index de monócitos produtores de IL-

12 (Figura 33A), importante citocina indutora de resposta Tipo 1 por linfócitos T. Observa-se 

ainda aumento da produção de IL-12 por neutrófilos ativados e não ativados (Figura 33B e 

33C, respectivamente). Com relação à produção de TNF, somente em neutrófilos ativados 

(CD16+HLA-DR+) (Figura 33E) observou-se aumento da produção dessa citocina, em todos 

os grupos avaliados, em relação ao grupo CF. A produção de TNF pelos monócitos e 

neutrófilos não ativados não apresentou alteração de perfil nos grupos avaliados (Figura 33D 

e 33F, respectivamente). 



83 
 

 

Figura 33. Avaliação do perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias IL-12 e TNF 
intracitoplasmáticas, pelos monócitos totais (CD14+) e por neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e não 
ativados (CD16+HLA-DR-) do sangue periférico de doadores voluntários (n=11) dos grupos: controle de 
fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e pamidronato (PAM), após 6 horas de cultura. 
Os resultados estão expressos como index (cultura exposta/cultura controle - CC), em formato de 
gráficos de barra que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB, LET e PAM em relação ao grupo CF estão representadas 
pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por *(p<0,05) e ** (p<0,001).  

 

5.2.5.2 Perfil de produção de citocinas moduladoras por monócitos e neutrófilos do 
sangue periférico 

O perfil de produção de citocinas moduladoras por monócitos e neutrófilos está 

demonstrado na Figura 34. Os dados mostram que tanto LET quanto PAM inibem a ativação 

de resposta imune moduladora por monócitos e neutrófilos, uma vez que foi observada 
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redução do index de células CD14+ produtoras de TGF- (Figura 34A) e IL-10 (Figura 34D). 

Resultado semelhante foi observado para as subpopulações de neutrófilos (Figuras 34B, 34C, 

34E e 34F, respectivamente).  

 

 

Figura 34. Avaliação do perfil de produção de citocinas moduladoras TGF-β e IL-10 
intracitoplasmáticas, pelos monócitos totais (CD14+) e por neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e não 
ativados (CD16+HLA-DR-) do sangue periférico de doadores voluntários (n=11) dos grupos: controle de 
fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e pamidronato (PAM), após 6 horas de cultura. 
Os resultados estão expressos como index (cultura exposta/cultura controle - CC), em formato de 
gráficos de barra que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente 
significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB, LET e PAM em relação ao grupo CF estão representadas 
pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por *(p<0,05), ** (p<0,001) e *** (p<0,0004). 
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5.2.6 Caracterização do perfil de produção de citocinas intracitoplasmáticas por 
linfócitos do sangue periférico  

5.2.6.1 Perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias por linfócitos do sangue 
periférico 

 A Figura 35 representa a produção de citocinas pró-inflamatórias IFN- e TNF pelos 

linfócitos T CD8-, CD8+ e linfócitos B (CD19+). Os dados demonstram que os tratamentos com 

LET e PAM induzem produção de IFN- pelas subpopulações de linfócitos T (Figura 35A e 

35B).  

Quanto a produção de TNF, os dados demonstram aumento no percentual de linfócitos 

B (CD19+) TNF+, tanto para o grupo LET quanto PAM (Figura 35E). Nenhuma alteração do 

perfil de produção de TNF foi observada para as subpopulações de linfócitos T avaliadas 

(Figura 35C e 35D). 
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Figura 35. Avaliação do perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias IFN- e TNF 
intracitoplasmáticas, pelos linfócitos T CD8- e T CD8+ e linfócitos B (CD19+) do sangue periférico de 
doadores voluntários (n=11) dos grupos: controle de fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol 
(LET) e pamidronato (PAM), após 6 horas de cultura. Os resultados estão expressos como index 
(cultura exposta/cultura controle - CC), em formato de gráficos de barra que destacam a mediana e o 
intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB, LET 
e PAM em relação ao grupo CF estão representadas pelas linhas conectoras e o nível de significância 
destacado por *(p<0,05) e ** (p<0,008).  

 

5.2.6.2 Perfil de produção de citocinas moduladoras por linfócitos do sangue periférico 

 O perfil de produção das citocinas moduladoras IL-4 e IL-10, pelos linfócitos T CD8- e 

CD8+ e linfócitos B, está apresentado na Figura 36. Nenhuma alteração estatisticamente 

significativa foi observada no percentual de células IL-4+ (Figura 36A, 36B e 36C).  
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 Com relação à produção de IL-10, os dados demonstram que LET e PAM promoveram 

redução na produção dessa citocina, nas populações de linfócitos avaliadas (Figura 36D, 36E 

e 36F).  

 

 

Figura 36. Avaliação do perfil de produção de citocinas moduladoras IL-4 e IL-10 intracitoplasmáticas, 
pelos linfócitos T CD8- e T CD8+ e linfócitos B (CD19+) do sangue periférico de doadores voluntários 
(n=11) dos grupos: controle de fagocitose (CF), anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e pamidronato 
(PAM), após 6 horas de cultura. Os resultados estão expressos como index (cultura exposta/cultura 
controle - CC), em formato de gráficos de barra que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As 
diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB, LET e PAM em relação ao 
grupo CF estão representadas pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por 
*(p<0,05), ** (p<0,005) e ***(p<0,0004).  
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5.2.7 Avaliação das alterações ultraestruturais e subcelulares por microscopia 
eletrônica de varredura e microscopia eletrônica de transmissão  
 

 A análise ultraestrutural e subcelular por meio da microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e microscopia eletrônica de transmissão (MET), dos leucócitos humanos incubados 

com L. infantum, bem como das formas promastigotas de L. infantum, no tempo de 6 horas 

de cultura, tratados ou não com os fármacos, estão representadas nas Figuras 37 e 38. 

Observa-se, na Figura 37, na primeira linha, imagens representativas de MEV, para as 

formas promastigotas (PRO) utilizadas nos estudos e leucócitos do sangue periférico humano 

da cultura controle de células (ausência de parasitos) (CC). As formas promastigotas 

apresentam forma fusiforme, membrana celular íntegra, sendo possível observar a presença 

de flagelo bem preservado. Os leucócitos da cultura controle (CC) apresentam forma 

arredondada característica, bem como membrana plasmática preservada. Na segunda linha 

da Figura 37, estão demonstradas imagens representativas do controle de fagocitose (CF) 

por meio da MEV, onde é possível observar um leucócito com morfologia semelhante ao da 

CC. Contudo, à por meio da MET, observa-se no CF a presença de um leucócito (fagócito) 

com o núcleo eletrodenso bem delimitado (N), membrana citoplasmática preservada e a 

presença de um vacúolo em seu citoplasma, com material eletrodenso (V, asterisco). Em 

aumento maior é possível observar, neste vacúolo, uma forma arredondada eletrodensa, 

circuncidada por uma membrana intacta, sugerindo a presença do vacúolo parasitóforo. Estes 

achados sugerem a presença da forma amastigota intracelular, porém sem todas as suas 

características visualizadas como o núcleo, cinetoplasto, mitocôndrias e outras organelas.  Na 

terceira linha da mesma figura, após tratamento com anfotericina B (ANFB 25 µM) por 6 horas, 

a análise por MEV mostra que não houve alteração da morfologia celular quando comparado 

ao controle de fagocitose. Contudo, na MET observa-se o leucócito com núcleo eletrodenso 

edentado visível (N), característica de monócitos quando analisados por MET. Observa-se em 

seu citoplasma restos de material menos eletrodenso, circundado por membrana bem 

definida, formando um vacúolo sugestivo do vacúolo parasitóforo (V, asterisco). O tratamento 

com letrozol (LET) e pamidronato (PAM) a 100 µM (quarta e quinta linhas da Figura 37, 

respectivamente) demonstra que, também, esses fármacos não induziram alterações 

morfológicas nos leucócitos quando comparado ao CF pela MEV. Por outro lado, análises por 

MET mostraram efeitos similares quanto à presença de material de menor eletrodensidade, 

circundado por membrana no citoplasma celular, sugerindo a presença do vacúolo 

parasitóforo. Especificamente para o LET, observa-se a presença de dois possíveis vacúolos 

parasitóforos em seu citoplasma. 
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Figura 37. Avaliação ultraestrutural e subcelular das formas promastigotas de L. infantum (PRO) por 
microscopia eletrônica de varredura (MEV) e de leucócitos do sangue periférico humano por MEV e 
microscopia eletrônica de transmissão (MET) do controle de células (CC), do controle de fagocitose 
(CF) e com os tratamentos com anfotericina B (ANFB), letrozol (LET) e pamidronato (PAM), após 6 
horas de cultura. Asteriscos indicam amastigotas. N: núcleo; V: vacúolo parasitóforo. 
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Por meio das imagens de MEV e MET, não se observa citotoxicidade para os 

leucócitos incubados com L. infantum e tratados com os fármacos, nas concentrações 

avaliadas, durante 6 horas de cultura. E pela análise dos leucócitos pela MET, é possível 

sugerir a presença de amastigotas intracelulares com alterações ultraestruturais, com perda 

de organelas, após tratamento com LET e PAM, quando comparados à cultura controle de 

fagocitose. 

A morfologia das formas promastigotas de L. infantum, tratadas com as concentrações 

dos fármacos utilizadas no ensaio ex vivo, foram avaliadas por MEV, de acordo com a Figura 

38. Essa análise foi realizada para verificar se os fármacos, nas concentrações avaliadas e 

no tempo de 6 horas alterariam as formas promastigotas. Observa-se nas Figuras 38A e 38B, 

que na cultura controle (sem tratamento), os parasitos apresentam forma fusiforme 

característica, membrana plasmática preservada, bem como flagelo bem definido. As Figuras 

38C e 38D demonstram que após tratamento com anfotericina B a 25 µM, ocorre degeneração 

celular, alteração do formato e perda de flagelo, demonstrando a toxicidade deste fármaco 

com 6 horas de incubação. Já a incubação das formas promastigotas com letrozol (Figuras 

38E e 38F) e pamidronato (Figuras 38G e 38H) a 100 µM, não induziram alterações 

morfológicas na membrana e/ou nos flagelos. 
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Figura 38. Avaliação ultraestrutural das formas promastigotas de L. infantum por microscopia eletrônica 
de varredura, da (A-B) cultura controle (sem tratamento), e tratadas com (C-D) Anfotericina B 25 µM; 
(E-F) letrozol 100 µM e (G-H) pamidronato 100 µM, após 6 horas de cultura.  
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5.3 Avaliação do potencial imunomodulador e da eficácia in vivo dos fármacos letrozol 
e pamidronato em modelo de leishmaniose visceral experimental 

5.3.1 Avaliação da eficácia in vivo dos fármacos letrozol e pamidronato 

 A eficácia in vivo dos fármacos letrozol e pamidronato foi avaliada através da 

quantificação da carga parasitária no baço e fígado, por meio da metodologia de diluição 

limitante. 

A Figura 39 abaixo, demonstra os dados referentes à quantificação da carga 

parasitária no baço e no fígado após tratamento com letrozol nas doses de 2,0, 1,0 e 0,2 

mg/Kg/dia. Os dados demonstraram que letrozol na dose de 2,0 mg/Kg/dia reduziu a carga 

parasitária no fígado, apresentando diferença estatística tanto em relação ao controle não 

tratado quanto ao controle de diluente carboximetilcelulose 0,5% (CMC 0,5%) (Figura 39B). 

Não houve alteração da carga parasitária no baço (Figura 39A). 

 

Figura 39. Avaliação da carga parasitária no (A) baço e no (B) fígado de camundongos Balb/c (n=6) 
infectados com L. infantum e tratados com anfotericina B (ANFB) 5,0 mg/Kg/dia via intraperitoneal, 
letrozol (LET) nas doses de 2,0, 1,0 e 0,2 mg/Kg/dia, via gavage e diluente CMC 0,5% via gavage, 
durante 5 dias consecutivos. Os resultados estão expressos como o número de parasitos viáveis, em 
formato de gráficos de barra que destacam a média e o desvio padrão da média. As diferenças 
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB 5,0 mg/Kg/dia, LET 2,0 mg/Kg/dia, LET 
1,0 mg/Kg/dia, LET 0,2 mg/Kg/dia e Dil.CMC 0,5% em relação ao grupo controle e entre os grupos LET 
2,0 mg/Kg/dia, LET 1,0 mg/Kg/dia, LET 0,2 mg/Kg/dia em relação ao grupo Dil.CMC 0,5% estão 
representadas pelas linhas conectoras e o nível de significância destacado por *(p<0,05) e ** (p<0,005). 

 A Figura 40 representa os dados referentes à carga parasitária no baço e no fígado 

dos animais tratados com pamidronato a 10,0 mg/Kg/dia. Observa-se que PAM também não 

alterou o perfil da infecção no baço (Figura 40A), mas reduziu significativamente, a carga 

parasitária no fígado (Figura 40B). 
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Figura 40. Avaliação da carga parasitária no (A) baço e no (B) fígado de camundongos Balb/c (n=6) 
infectados com L. infantum e tratados com anfotericina B (ANFB) 5,0 mg/Kg/dia e pamidronato (PAM) 
10,0 mg/Kg/dia, via intraperitoneal, durante 5 dias consecutivos. Os resultados estão expressos como 
o número de parasitos viáveis, em formato de gráficos de barra que destacam a média e o desvio 
padrão da média. As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB 5,0 
mg/Kg/dia e PAM 10,0 mg/Kg/dia em relação ao grupo controle estão representadas pelas linhas 
conectoras e o nível de significância destacado por *(p<0,05) e *** (p<0,0001). 

 

 Os animais foram pesados antes e após os tratamentos como medida de avaliação de 

toxicidade e não foram demonstradas perdas de massa corporal significativas. Outros 

parâmetros que pudessem indicar alguma toxicidade, como pelo eriçado e diarreia, também 

não foram observadas. 

5.3.2 Caracterização do perfil de citocinas séricas  

A Figura 41 representa o perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF, 

IFN- e IL-2) e moduladoras (IL-4 e IL-10), presentes no soro dos animais dos grupos controle 

(não tratado), controle do diluente (Dil. CMC 0,5%) e tratados com diferentes doses de letrozol. 

Por meio da análise do perfil de citocinas pró-inflamatórias, observamos que nas doses de 2,0 

e 1,0 mg/Kg/dia, letrozol promoveu redução estatisticamente significativa de IL-6, quando 

comparado aos controles não tratados e do diluente. A concentração de TNF, apesar de estar 

elevada no grupo de animais tratados com LET 2,0 mg/Kg/dia, não foi estatisticamente 

significativa em relação aos grupos controles. Resultado semelhante foi observado com 

relação à concentração de IFN-. A concentração de IL-2 não foi alterada pelo tratamento com 

letrozol.  

Com relação às citocinas moduladoras, os dados não demonstraram alteração no perfil 

de produção de IL-4, porém, o tratamento com letrozol a 2,0 mg/Kg/dia promoveu redução da 
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concentração sérica de IL-10. Resultados semelhantes foram encontrados no grupo de 

animais tratados com o controle positivo, anfotericina B. 

 

 

Figura 41. Avaliação do perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF, IFN- e IL-2) e 
moduladoras (IL-4 e IL-10), presentes no soro de camundongos Balb/c (n=6) infectados com L. infantum 
e tratados com anfotericina B (ANFB) 5,0 mg/Kg/dia via intraperitoneal, letrozol (LET) nas doses de 2,0, 
1,0 e 0,2 mg/Kg/dia, via gavage e diluente CMC 0,5% via gavage, durante 5 dias consecutivos. Os 
resultados estão expressos como concentração das citocinas em pg/mL, em formato de gráficos de 
barra que destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatisticamente significativas 
(p<0,05) entre os grupos ANFB 5,0 mg/Kg/dia, LET 2,0 mg/Kg/dia, LET 1,0 mg/Kg/dia, LET 0,2 
mg/Kg/dia e Dil.CMC 0,5% em relação ao grupo controle e entre os grupos LET 2,0 mg/Kg/dia, LET 1,0 
mg/Kg/dia, LET 0,2 mg/Kg/dia em relação ao grupo Dil.CMC 0,5% estão representadas pelas linhas 
conectoras e o nível de significância destacado por *(p<0,05) e ** (p<0,001). 

 

Já a Figura 42 demonstra o perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, 

TNF, IFN- e IL-2) e moduladoras (IL-4 e IL-10), presentes no soro dos animais do grupo 

controle (não tratado) e tratados com pamidronato 10,0 mg/Kg/dia. Por meio da análise do 

perfil de citocinas pró-inflamatórias, observamos que o tratamento com PAM promoveu 

produção de IL-6, TNF e IL-2, na mesma proporção do grupo controle não tratado. Apesar de 

a concentração de IFN- estar elevada, quando comparado ao grupo controle, essa diferença 

não foi estatisticamente significativa. 
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Não foi observada alteração no perfil de produção de IL-4 após tratamento com PAM, 

entretanto, os dados demonstraram redução estatisticamente significativa dos níveis séricos 

de IL-10.   

 

Figura 42. Avaliação do perfil de produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6, TNF, IFN- e IL-2) e 
moduladoras (IL-4 e IL-10), presentes no soro de camundongos Balb/c (n=6) infectados com L. infantum 
e tratados com anfotericina B (ANFB) 5,0 mg/Kg/dia e pamidronato (PAM) 10,0 mg/Kg/dia, via 
intraperitoneal, durante 5 dias consecutivos. Os resultados estão expressos como concentração das 
citocinas em pg/mL, em formato de gráficos de barra que destacam a mediana e o intervalo interquartil. 
As diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos ANFB 5,0 mg/Kg/dia e PAM 10,0 
mg/Kg/dia em relação ao grupo controle estão representadas pelas linhas conectoras e o nível de 
significância destacado por *(p<0,05). 
 
  

 A citocina IL-17A não foi quantificada nas amostras, pois apresentaram valores 

indetectáveis pelo ensaio de CBA.  

 

5.4 Resumo dos resultados 

5.4.1 Avaliação da toxicidade celular e das atividades antiamastigota e antipromastigota 
in vitro dos fármacos letrozol e pamidronato  

 Os dados referentes aos ensaios in vitro, demonstraram que LET e PAM, nas 

condições avaliadas, apresentaram atividade tanto contra as formas promastigotas quanto 

contra as amastigotas de L. infantum, conforme esquematizado na Figura 43 abaixo. Nas 

concentrações avaliadas, os fármacos não foram tóxicos para os macrófagos derivados de 

células THP-1, nem induziram produção de óxido nítrico. O fármaco referência utilizado neste 
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ensaio, anfotericina B, também apresentou atividades antipromastigota e antiamastigota, bem 

como promoveu produção de óxido nítrico e redução da viabilidade dos macrófagos.  

 

Figura 43. Síntese dos resultados obtidos da avaliação da toxicidade celular e das atividades 

antiamastigota e antipromastigota in vitro dos fármacos letrozol e pamidronato. 

  

 Estudos por MET demonstraram que LET e PAM promovem alterações nas formas 

promastigotas de L. infantum, com formação de vacúolos e modificações na morfologia do 

cinetoplasto e mitocôndria.  

5.4.2 Caracterização do potencial antileishmania e imunomodulador do letrozol e 
pamidronato usando o modelo preditivo de leucócitos do sangue periférico humano 
incubados com L. infantum no contexto ex vivo 

 A Figura 44 demonstra os resultados referentes ao potencial antileishmania e 

imunomodulador dos fármacos letrozol e pamidronato nos monócitos e neutrófilos do sangue 

periférico humano incubados com L. infantum. Os dados mostraram que os fármacos não 

alteraram a viabilidade dos monócitos, neutrófilos e linfócitos. Foi possível observar redução 

do percentual de monócitos viáveis, provavelmente devido à presença do parasito que 

sabidamente promove downregulation da expressão de CD14 na superfície celular. As 

análises fenotípicas mostraram claramente que a presença de L. infantum regula 

negativamente a expressão de CD14, alteração que, de maneira interessante, foi restaurada 

na presença dos fármacos. LET e PAM promoveram redução da internalização de L. infantum 

na subpopulação de monócitos clássicos, enquanto LET reduziu também nos neutrófilos 

ativados.  

 PAM aumentou a expressão de HLA-DR nos monócitos clássicos, bem como nos 

monócitos não clássicos, juntamente com LET. A expressão de TLR-2 foi elevada em todas 

Atividade antipromastigota Citotoxicidade celular Atividade antiamastigota

ANFB: CI50 = 0,06µM

LET: CI50 = 2,11µM

PAM: CI50 = 1,52µM

ANFB: CC50 = 56,82µM

LET: CC50 = > 500µM

PAM: CC50 = > 500µM

ANFB: CI50 = 0,09µM

LET: CI50 = 466,32µM

PAM: CI50 = 93,84µM

Óxido nítrico (NO)

ANFB: promoveu produção de maneira concentração-dependente.

LET: não produziu NO.

PAM: não produziu NO.
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as condições, nos monócitos clássicos e a de TLR-4 diminuída, também em todas as 

condições, em relação ao controle de células.  

 Em relação aos aspectos funcionais de monócitos e neutrófilos, foi observado que os 

medicamentos avaliados promoveram aumento da produção de IL-12, bem como diminuição 

de IL-10 e TGF-β por monócitos, em relação ao controle de fagocitose. Elevado percentual de 

neutrófilos ativados IL-12+ e TNF+, bem como diminuição de neutrófilos ativados IL-10+ e TGF-

β+ foram observados. Os neutrófilos não ativados apresentaram perfil de produção de 

citocinas semelhante ao dos monócitos. LET e PAM não promoveram produção de NO. 

 

Figura 44. Síntese dos resultados referentes ao potencial antileishmania e imunomodulador dos 
fármacos letrozol e pamidronato, em monócitos e neutrófilos do sangue periférico humano incubados 
com L. infantum no contexto ex vivo. As setas azuis representam ANFB (fármaco de referência), as 
vermelhas LET e as marrons PAM. A direção das setas se refere ao efeito em cada aspecto analisado 
(aumento ou diminuição). 
 

 A Figura 45 representa os resultados referentes ao perfil fenotípico-funcional de 

linfócitos. Verificamos que nas subpopulações de linfócitos T CD8- e T CD8+ os tratamentos 

promoveram elevada produção de IFN- e reduziram IL-10. Nenhuma alteração no perfil de 

produção de TNF e IL-4 foi observada. Os tratamentos induziram elevado percentual de 

IL-10

TGF-β

TNFIL-12

IL-10

TNFIL-12

TGF-β

IL-10

TNFIL-12

TGF-β

NO

NO

NO

NO

L. infantum

HLA-DR

HLA-DR

L. infantum

HLA-DR

Monócitos clássicos

CD14++CD16-

Monócitos não clássicos

CD14++CD16+

Neutrófilos ativados

CD16+HLA-DR+

Neutrófilos não ativados

CD16+HLA-DR-

TLR-2
TLR-4
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linfócitos B TNF+ associado a redução na produção de IL-10. Nenhuma alteração ocorreu 

quanto à produção de IL-4. 

Figura 45. Síntese dos resultados referentes ao potencial imunomodulador dos fármacos letrozol e 
pamidronato em linfócitos T CD8-, T CD8+ e B do sangue periférico humano incubados com L. infantum 
no contexto ex vivo. As setas azuis representam ANFB (fármaco de referência), as vermelhas LET e 
as marrons PAM. A direção das setas se refere ao efeito em cada aspecto analisado (aumento ou 
diminuição).  

 

 Estudos realizados utilizando-se MEV demonstram que LET e PAM não promovem 

alterações ultraestruturais nos leucócitos do sangue periférico humano. E por meio da MET, 

é possível observar formas amastigotas intracelulares nos fagócitos, bem como observar que 

esses fármacos induzem alterações nas amastigotas.  

5.4.3 Avaliação da eficácia e do potencial imunomodulador in vivo dos fármacos 
letrozol e pamidronato em modelo de leishmaniose visceral experimental 

 Em relação à eficácia de LET e PAM in vivo, em modelo experimental de 

leishmaniose visceral, pelo método de diluição limitante, observamos que LET na dose de 2,0 

mg/Kg/dia reduziu a carga parasitária no fígado, efeito semelhante ao observado no 

tratamento com PAM 10,0 mg/Kg/dia. Nenhum efeito dos fármacos foi observado no baço, de 

acordo com a Figura 46. 

 De acordo com a dosagem de citocinas séricas, LET a 2,0 mg/Kg/dia promoveu 

redução da concentração de IL-6. 
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Figura 46. Síntese os resultados referentes à eficácia e do potencial imunomodulador in vivo dos 
fármacos letrozol e pamidronato, através da quantificação da carga parasitária no baço e no fígado e 
da dosagem de citocinas séricas. As setas azuis representam ANFB, as vermelhas LET e as marrons 
PAM. A direção das setas se refere ao efeito em cada aspecto analisado (aumento ou diminuição). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células do baço infectadas com 

amastigotas de L. infantum

Células do fígado infectadas com 

amastigotas de L. infantum

Redução da carga 

parasitária no fígado

Letrozol 2,0mg/Kg/dia

Pamidronato 10,0mg/Kg/dia

Anfotericina B 5,0mg/Kg/dia

Os tratamentos não 

alteraram a carga 

parasitária no baço

Citocinas séricas 

IL-6: LET 2,0 e 1,0 mg/Kg/dia e ANFB 5,0 mg/Kg/dia

TNF, INF-, IL-2, IL-10 e IL-4: tratamentos não alteraram a

concentração sérica.
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6. DISCUSSÃO  

 

O reposicionamento de fármacos é uma estratégia que tem sido utilizada e que 

demonstrou ser bem-sucedida, pois os tratamentos atuais para as leishmanioses, como 

anfotericina B e miltefosina, foram previamente desenvolvidos e aprovados para outras 

indicações terapêuticas (Nagle et al., 2014). Neste contexto, a proposta deste trabalho foi 

identificar novas opções terapêuticas para tratamento da leishmaniose visceral, por meio da 

caracterização da atividade antileishmania de dois fármacos anticâncer, letrozol e 

pamidronato. 

Como os parasitos de Leishmania apresentam dois diferentes estágios de vida 

(promastigota e amastigota), ambos podem ser utilizados tanto para a verificação do efeito de 

substâncias contra os patógenos quanto para a caracterização de mecanismos de resistência 

(Vermeersch et al., 2009). Para avaliar a atividade de LET e PAM contra as formas 

amastigotas intracelulares de L. infantum, in vitro, utilizamos o modelo de macrófagos 

derivados de células THP-1, que tem sido extensivamente utilizado para triagem de 

compostos (Vermeersch et al., 2009; Siqueira-Neto et al., 2010; De Muylder et al., 2011; 

Siqueira-Neto et al., 2012; Baek et al., 2020).  

O modelo de amastigota intramacrófago é o modelo considerado “padrão ouro” no que 

diz respeito à caracterização da susceptibilidade de substâncias no contexto in vitro, mas é 

importante ressaltar que esse tipo de ensaio apresenta robustez e complexidade limitados 

(Nuhs et al., 2015), somado ao fato de que fatores relacionados ao hospedeiro humano, que 

são essenciais para o desenvolvimento do parasito, devem ser levados em consideração 

quando o objetivo é encontrar novas opções terapêuticas para o tratamento das 

leishmanioses (De Muylder et al., 2011). 

Estudos de Kobayashi & De Leo (2009) mostraram que os eventos iniciais da infecção 

por Leishmania spp. são de extrema importância no desenvolvimento de resposta imune 

celular protetora ou favorável à infecção. Neste sentido, o estudo das células da imunidade 

inata como neutrófilos e monócitos/macrófagos são de grande relevância para o entendimento 

da formação do ambiente inflamatório que promove o direcionamento da infecção (Awasthi et 

al., 2004). 

Os monócitos são leucócitos caracterizados, principalmente, por possuírem a 

habilidade de reconhecer “sinais de perigo” por meio dos receptores de reconhecimento 

padrão, realizar fagocitose, apresentar antígenos e secretar quimiocinas e citocinas (Chiu & 

Bharat, 2016). Podem ser subdivididos de acordo com a expressão do receptor de 

reconhecimento padrão CD14 e do receptor Fc gama III CD16, em monócitos clássicos 

(CD14++CD16-), intermediários/pró-inflamatórios (CD14++CD16+) e patrulhadores 



101 
 

(CD14lowCD16+) (Chiu & Bharat, 2016; Kapellos et al., 2019). Em resposta a uma infecção ou 

injúria, os primeiros migram da medula óssea para o local da infecção e fagocitam patógenos, 

secretam várias quimiocinas e citocinas que levam ao recrutamento de outras células imunes 

e apresentam antígenos via MCH de classe II (Chiu & Bharat, 2016). Já os monócitos 

intermediários/pró-inflamatórios possuem a capacidade de fagocitar o patógeno e produzir 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, apresentam baixa adesão a superfícies e elevada 

expressão de MHC de classe II (Kapellos et al., 2019). Os monócitos patrulhadores, estão 

envolvidos na fagocitose mediada pelo receptor Fc gama e na adesão celular (Chiu & Bharat, 

2016; Kapellos et al., 2019). Já os neutrófilos, são células polimorfonucleares que possuem 

importante função efetora durante a inflamação induzida por dano tecidual, além de 

compreenderem a primeira linha de defesa contra patógenos invasores (Mortaz et al., 2018). 

Esses leucócitos constituem uma população heterogênea, apresentando características 

fenotípicas e/ou funcionais distintas, dentre elas a capacidade de expressarem em sua 

superfície, a molécula de MHC de classe II e outras moléculas co-estimuladoras (Li et al., 

2019). No estudo atual, foi de interesse avaliar o efeito dos tratamentos (LET e PAM) em 

subpopulações de monócitos, que foram divididos de acordo com a expressão de CD14 e 

CD16 em monócitos clássicos (CD14++CD16-) e monócitos não clássicos (CD14++CD16+), que 

compreendem as subpopulações de monócitos intermediários/pró-inflamatórios e monócitos 

patrulhadores. Além disso, foi possível avaliar os neutrófilos, que foram subdivididos quanto 

a expressão da molécula HLA-DR, em neutrófilos ativados (CD16+HLA-DR+) e não ativados 

(CD16+HLA-DR-).  

 A avaliação da atividade de substâncias contra as formas promastigotas de 

Leishmania é utilizada para verificar o dano e o impacto na forma extracelular dos parasitos 

(Gadelha et al., 2020). Observamos que ambos os fármacos apresentaram atividade contra 

as formas promastigotas de L. infantum (Figura 22), e por meio da análise das imagens 

obtidas por microscopia eletrônica de transmissão (MET) (Figura 23). Os dados sugerem que 

LET e PAM promovem vacuolização do citoplasma, bem como aparente modificação 

morfólogica do citetoplasto e da mitocôndria. Nossos dados, para PAM, corroboram com os 

resultados obtidos por Gadelha e colaboradores (2020), que demonstraram que os 

bifosfonatos risedronato e alendronato promovem alterações nas formas promastigotas de L. 

infantum através da desorganização do citoplasma, com formação de vacúolos e dano 

mitocondrial. Estudos devem ser realizados para verificar o tipo de morte induzido pelos 

fármacos nas formas promastigotas de L. infantum.  

Além de apresentarem efeitos nas formas promastigotas, demonstramos que LET e 

PAM também agem contra as formas amastigotas intracelulares de L. infantum. Células 

fagocíticas, dentre elas macrófagos, monócitos e neutrófilos, reconhecem os parasitos do 
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gênero Leishmania e desempenham importantes funções, atuando tanto como células 

hospedeiras quanto efetoras, controlando a doença e eliminando os parasitos intracelulares 

(Awasthi et al., 2004; Meira & Gedamu, 2019). Observamos através do modelo preditivo in 

vitro, utilizando macrófagos derivados de células THP-1, que ambos os fármacos reduziram 

tanto o percentual de células infectadas quanto a quantidade de amastigotas intramacrófago, 

de maneira concentração dependente (Figuras 24 e 25). Nesse sentido, a atividade 

antileishmania de LET e PAM também foi observada pelo modelo ex vivo (Figura 29), usando 

leucócitos do sangue periférico humano, por meio da avaliação da redução das formas 

internalizadas de L. infantum, na subpopulação de monócitos clássicos. Interessantemente, 

apenas LET apresentou efeito antileishmania na população de neutrófilos ativados. Os dados 

são suportados pelas evidências das alterações citoplasmáticas dos leucócitos, observada 

pela presença de vacúolos parasitóforos, apresentando em seu interior material pouco 

eletrodenso, sugerindo degeneração do seu conteúdo, por meio da análise por MET (Figura 

37). A redução das formas internalizadas de L. infantum pelos leucócitos (Figura 29) após 

tratamento com estes fármacos, pode estar relacionada à modulação da resposta celular 

frente às formas amastigotas intracelulares e/ou com atuação diretamente no parasito. 

Contudo, o mecanismo pelo qual os fármacos LET e PAM reduzem a infecção, precisa ser 

elucidado em estudos futuros. 

Ressalta-se que não foram observadas alterações ultraestruturais nas formas 

promastigotas de L. infantum, após tratamento com as concentrações de LET e PAM 

avaliadas. Durante as 6 horas de incubação não foram visualizadas nos parasitos alterações 

morfológicas, perda de integridade de membrana ou perda do flagelo (Figura 38). O flagelo 

de promastigotas é fundamental para invasão de fagócitos, como macrófagos, por diferentes 

espécies de Leishmania (Zauli et al, 2012; Sunter et al, 2019). Zauli e colaboradores (2012) 

demonstraram a importância do flagelo para a infecção do flebótomo pelo parasito e para sua 

motilidade dentro do mesmo. Neste contexto, por meio da MEV, não se observou alteração 

da morfologia do flagelo, em comparação à cultura controle. Cabe ressaltar que nestes 

experimentos, parasitos, leucócitos e fármacos foram adicionados simultaneamente. Assim, 

os dados indicam que LET e PAM não comprometem a capacidade das promastigotas de 

infectarem os leucócitos e serem internalizadas pelos mesmos.  

Para o letrozol e outros medicamentos da classe dos inibidores de aromatase, não 

foram encontrados dados acerca de atividade antileishmania. O letrozol é um fármaco que 

contém em sua estrutura química, o anel 1,2,4-triazol, que age como importante farmacóforo 

devido ao potencial de interagir com enzimas, além de possuir habilidade para formar ligações 

de hidrogênio com receptores, devido à presença do grupo -NH- (Aggarwal & Sumran, 2020). 

Devido a essas características, esse grupamento apresenta diversas funções farmacológicas, 
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como antifúngica, anticâncer, anticonvulsivante (Aggarwal & Sumran, 2020) e, contra doenças 

negligenciadas, como doença de Chagas, malária, tuberculose e leishmaniose (El-Saghier et 

al., 2019; Aggarwal & Sumran, 2020). Estudos de e Naula et al., (2005), Rajasekaran & Chen 

(2015) e El-Saghier e colaboradores (2019), demonstraram que diversos compostos contendo 

1,2,4-triazol apresentam atividade antileishmania através da inibição de diferentes vias de 

sinalização, dentre elas, a via PI3K/Akt/mTOR (fosfatidilinositol-3-quinase/proteína quinase 

B/alvo da rapamicina em mamíferos). Assim, podemos inferir que a atividade antileishmania 

desencadeada pelo tratamento das células com letrozol, possa ser pela modulação de vias 

de sinalização, notadamente a via PI3K/Akt/mTOR. A internalização da Leishmania pelas 

células promove ativação dessa via, que está intimamente relacionada com processos 

celulares que culminam na persistência à infecção (Ruhland et al., 2007; Kima, 2016) e os 

compostos 1,2,4-triazol promovem inibição da via, desencadeando redução da infecção tanto 

in vitro quanto in vivo (Khadir et al., 2018; Phan et al., 2020), demonstrando que essa via pode 

ser alvo para tratamento das leishmanioses. Ao estudarem o efeito antitumoral do letrozol, 

Genrali e colaboradores (2008) e Lisztwan e colegas (2008) demonstraram que um dos 

possíveis mecanismos antitumorais do letrozol pode ocorrer através da inibição da via 

PI3K/Akt/mTOR, pois essa está envolvida em processos de proliferação celular. A miltefosina 

age inibindo a via PI3K/Akt em células cancerígenas (Jangir et al., 2014) e Zhang e 

colaboradores (2018) demonstraram que um dos possíveis mecanismos antileishmania da 

miltefosina é a inibição da Akt, presente nos vacúolos parasitóforos. Dessa maneira, podemos 

especular que um dos possíveis mecanismos antileishmania observados para o letrozol, 

possa ser através da inibição dessa via, mas futuros experimentos devem ser realizados para 

verificar se o efeito antileishmania do letrozol realmente ocorre através da inibição dessa via 

de sinalização. 

A classe dos bifosfonatos, a qual PAM é pertencente, foi estudada quanto à sua ação 

antiparasitária in silico, in vivo e in vitro, contra diversos parasitos, incluindo os 

tripanossomatídeos T. cruzi, T. brucei, L. major, L. mexicana amazonensis e L. donovani 

(Urbina et al., 1999; Martin et al., 2001; Montalvetti et al., 2001; Yardley et al., 2002; Rodriguez 

et al., 2002; Sanders et al., 2003; Gadelha et al., 2020). Estudos com amastigotas de L. 

infantum intramacrófago e tratadas com pamidronato não foram encontrados na literatura, 

mas esse fármaco foi avaliado no modelo de células Vero com amastigotas intracelulares de 

L. donovani (Martin et al., 2001) e foi observado que PAM promoveu redução das células 

infectadas. Neste contexto, a redução das formas internalizadas por PAM, pode ser atribuída 

à inibição da enzima pirosfatase acidocalsisômica, presente nos parasitos. De acordo com 

Urbina e colaboradores (1999), o pirofosfato inorgânico é o principal composto de elevada 

energia presente em parasitos protozoários tripanossomatídeos, sendo mais abundante que 
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o ATP em cerca de 5-10 vezes. A presença do pirofosfato inorgânico é concentrada nos 

acidocalsissomos, que são vacúolos ácidos que contém grandes quantidades de íon cálcio, 

magnésio, sódio, zinco e poli fosfatos de cadeia curta e longa, sendo equivalentes ao mineral 

ósseo em que os bifosfonatos se ligam com elevada afinidade (Docampo & Moreno, 2001). A 

atividade da pirofosfatase (catalisa a quebra de pirofosfato inorgânico em duas moléculas de 

fosfato, com liberação de altas quantidades de energia) nos acidocalcissomos, parece exercer 

importante função no que diz respeito à sobrevivência do parasito, pois foi demonstrado que 

o pamidronato bloqueia essa enzima, com consequente inibição da proliferação das 

amastigotas intracelulares (Urbina et al., 1999).  

O potencial antileishmania observado para LET e PAM, tanto in vitro quanto ex vivo, 

foi acompanhado de ausência de toxicidade celular relevante (Figuras 27 e 28, 

respectivamente). As imagens de MEV e MET (Figura 37) dos leucócitos do sague periférico 

humano e incubados com L. infantum e tratados com LET e PAM por 6 horas, corroboram 

com os nossos achados, pois não foi observado elevada perda de viabilidade de leucócitos 

(<10%) após marcação com Live/Dead (Figura 28). Neste método, a determinação da 

viabilidade celular depende de propriedades físicas e bioquímicas das células viáveis, como 

atividade esterase e integridade de membrana celular. Assim, nas condições avaliadas, a 

análise de viabilidade celular, juntamente com achados ultraestruturais por MEV, não se 

observou citotoxicidade dos fármacos. Outros estudos conduzidos para avaliação da 

toxicidade de ambos os fármacos, utilizando diferentes tipos celulares, mostrou que a perda 

de viabilidade é dependente, principalmente, do tempo de exposição das células aos 

fármacos, bem como do tipo de células empregadas (Rogers et al.,1996; Martin et al., 2001; 

Thiantanawat et al., 2003; Haynes et al., 2003; Bhatnagar, 2007; Dunbier et al., 2013; Sabatino 

et al., 2014).  

Dentre os aspectos funcionais das células infectadas, destacam-se as ações 

leishmanicidas do óxido nítrico (NO), uma molécula tóxica, que apresenta capacidade de 

eliminar os parasitos intracelulares (Liu & Uzonna, 2012) por meio da inibição da respiração 

mitocondrial, inativação de peroxidases, aumentando a susceptibilidade ao dano oxidativo, 

inibição da glicólise, inibição dos mecanismos de reparo e síntese de DNA além de 

peroxidação dos lipídios de membrana (Giudice et al., 2007). Nossos dados mostraram que o 

efeito antileishmania observado tanto por LET quanto por PAM, in vitro, é independente da 

produção de óxido nítrico (Figura 26). Resultado semelhante foi observado nos leucócitos do 

sangue periférico humano, em que tanto nas subpopulações de monócitos quanto nas de 

neutrófilos, não houve produção de NO pelos fármacos estudados (Figura 32).  A ausência 

de aumento da produção de NO após tratamento com letrozol foi observada em outros 

estudos (Xia & Krukoff, 2004; Nevzati et al., 2015), bem como pelo pamidronato (Rogers et 
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al., 1996). Resultado diferente foi observado quando empregamos a ANFB, que sabidamente 

promove eliminação dos parasitos por induzir elevada produção de NO, como foi observado 

nos nossos dados e previamente descrito em outros estudos (Petri e Silva et al., 2016; Pandey 

et al., 2016). Podemos inferir que, talvez, a concentração e/ou o tempo de exposição ao LET 

e PAM, não tenha sido suficiente para induzir a produção NO pelos fagócitos. Também, outras 

espécies reativas de nitrogênio e oxigênio podem estar envolvidas no processo de eliminação 

do parasito, mas que não foram avaliadas neste trabalho. Outros estudos, como os de Muniz-

Junqueira e colaboradores (2008), demonstraram que o efeito antileishmania observado para 

o antimoniato de meglumina era independente da produção de NO por monócitos, bem como 

Costa-Silva et al., (2017), ao estudarem o efeito antileishmania da buparvaquona. 

Estudos demonstraram que tanto monócitos/macrófagos quanto neutrófilos, possuem 

diferentes perfis fenotípico-funcionais após um estímulo (Sharma et al., 2016; Jakubzick et al., 

2017; Singh et al., 2018).  O receptor de reconhecimento padrão CD14 é essencial para a 

ativação de monócitos e uma elevada expressão desta molécula está relacionada à atividade 

inflamatória (Wu et al., 2019). É sabido que na infecção experimental de monócitos com L. 

infantum bem como em pacientes com leishmaniose visceral clássica, ocorre downregulation 

da expressão desse receptor (Singh et al., 2016; Viana et al., 2018). Os achados corroboram 

os dados da literatura. Ao ser avaliada a densidade de expressão de CD14 na membrana 

celular dos monócitos por meio da análise da intensidade média de fluorescência, foi possível 

comprovar que se tratava de alteração associada à presença do parasito na cultura e não 

ação dos fármacos em teste. Os resultados observados no estudo caracterizam, portanto, um 

evento intimamente relacionado a infecção por Leishmania. A presença dos fármacos, não 

alterou a expressão de CD14 nos monócitos clássicos e não clássicos (Figura 30). 

A molécula de HLA-DR está relacionada com o estado de ativação celular e com a 

apresentação de antígenos para as células T e pode estar presente de forma constitutiva ou 

induzida, em várias células, como monócitos, macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, 

entre outras (Palojarvi et al., 2013). Os parasitos de Leishmania, após serem internalizados 

pelas células, desenvolvem mecanismos de escape do sistema imunológico do hospedeiro, 

dentre os quais, a downmodulation ou a não indução de moléculas envolvidas direta ou 

indiretamente na apresentação de antígenos (De Almeida et al., 2003). Essa ação do parasito 

é importante uma vez que a expressão de moléculas de HLA-DR pelas células fagocíticas se 

correlaciona com a capacidade de induzir resposta aos antígenos de Leishmania pelas células 

T (Lal et al., 1991). Nas condições avaliadas, nossos dados, interessantemente, mostram que 

o tratamento com PAM promoveu aumento da expressão de HLA-DR pelos monócitos 

clássicos, quando comparado ao grupo CF. Já LET e PAM promoveram aumento da 

expressão dessa molécula em monócitos não clássicos. Na subpopulação de neutrófilos 
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ativados, ANFB foi o único tratamento que induziu aumento da expressão de HLA-DR (Figura 

30).  A supressão ou a redução da expressão de HLA-DR está intimamente relacionada com 

o tempo e a intensidade da infecção por Leishmania (Reiner et al., 1987) e, assim, o aumento 

da expressão dessa molécula, promovido pelos fármacos, pode, ao menos em parte, 

contribuir para indução de uma resposta imune mediada por células. Esse sinal é paralelo 

e/ou aumentado pela ativação de moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86, CD40), que não 

foram avaliados nesse trabalho.  

No sítio da infecção, a interação Leishmania-fagócito é crucial para o direcionamento 

da doença, com destaque para os receptores Toll (TLRs), que são importantes na vigilância 

e remoção dos parasitos (Sacks & Sher, 2002). Os TLRs estão envolvidos em uma variedade 

de fenômenos celulares, dentre eles: fagocitose, maturação, atividade microbicida via indução 

da expressão de iNOS, bem como produção de citocinas moduladoras e pró-inflamatórias 

(Singh et al., 2012). No contexto das leishmanioses, Tuon e colaboradores (2008) relatam que 

TLR-2 é considerado um ativador de via NF-κB mediado por lipofosfoglicanos (LPG) de 

Leishmania, mas outros componentes estruturais presentes no parasito podem ativar outros 

TLRs, e que TLR-4 é requerido para eficiente controle parasitário provavelmente devido à 

atividade de iNOS. Os dados gerados nesse estudo indicaram maior densidade de expressão 

de TLR-2 por monócitos clássicos em todas os tratamentos avaliados na presença de L. 

infantum associada à menor densidade de expressão de TLR-4 (Figura 31). Em monócitos de 

pacientes com LV ativa, TLR-2 e 4 são expressos, e mesmo após o tratamento com 

medicamentos antileishmania, esses receptores permanecem expressos, indicando o 

envolvimento desses receptores no reconhecimento da Leishmania (Gatto et al., 2015). A 

interação da Leishmania com os TLR-2 presentes nos monócitos, leva à modulação da 

produção de citocinas (Cezário et al., 2011), bem como após o tratamento (Gatto et al., 2015), 

como o observado a partir dos resultados obtidos nesse estudo. Além disso, acerca da 

expressão de TLR-4, nossos dados se correlacionam com os achados referentes à produção 

de óxido nítrico (NO), pois não observamos produção de NO pelos fármacos LET e PAM, mas, 

por outro lado, a anfotericina B, promoveu aumento da produção de NO, bem como aumento 

da expressão de TLR-4 comparado ao grupo CF. Porém, são necessários mais estudos para 

se verificar a influência do tratamento com LET e PAM nos TLRs. 

A resolução da infecção provocada por Leishmania é dependente da resposta imune 

mediada por células, especificamente a ativação e diferenciação de linfócitos T, que induzem 

a ativação de fagócitos mononucleares infectados, promovendo a eliminação do parasito 

(Peruhype-Magalhães et al., 2005; Gurung & Kannaganti, 2015; Meira & Gedamu, 2019), 

bem como da atividade antileishmania do fármaco utilizado na quimioterapia (Caetano et al., 

2019).  
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Os linfócitos T são capazes de se diferenciarem em diferentes fenótipos, 

desempenhando importantes funções relacionadas à eliminação dos patógenos, o que inclui, 

dentre outras, reconhecimento de antígenos e secreção de citocinas e quimiocinas (Jawed et 

al., 2019). Os linfócitos T CD4 possuem função auxiliar, ou seja, reconhecem antígeno via 

MHC de classe II e ao serem ativados proliferam e regulam a resposta imune (Kumar & Nylen, 

2012; Jawed et al., 2019). Já os linfócitos T CD8 possuem função citotóxica, sendo capazes 

de lisar as células parasitadas e promover ativação de macrófagos (Kumar & Nylen, 2012). Já 

os linfócitos B, além de produzirem anticorpos, também regulam a resposta imune por meio 

da produção de citocinas (Fatahaliha et al., 2015). Esses três subtipos de linfócitos possuem 

capacidades regulatórias, as quais contribuem para o controle de danos teciduais, mas que 

também contribuem para a replicação de parasitos (Kumar & Nylen, 2012). Ou seja, o sucesso 

da resposta imune celular, que permite a eliminação dos parasitos intracelulares sem danos 

teciduais, requer um equilíbrio entre as respostas tipo 1 e 2 mediada por citocinas pró-

inflamatórias e reguladoras, produzidas e secretadas no microambiente da infecção por 

diferentes populações celulares, especialmente os linfócitos. 

Citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, TNF e IFN- atuam como mediadores entre 

as respostas imune inata e adaptativa e estão associadas a uma ação protetora no contexto 

das leishmanioses (Dayakar et al., 2019). IL-12 atua direcionando para uma resposta tipo 1 e 

induzindo a produção de IFN- pelos linfócitos T e células NK, além de mediar a atividade 

leishmanicida por meio da indução da produção de NO (Ho et al., 1994; Dayakar et al., 2019). 

A atividade antiparasitária de TNF se deve, principalmente, à ativação de macrófagos e 

produção de NO (Ho et al., 1994; Dayakar et al., 2019). Já o IFN- age ativando macrófagos 

e monócitos e induzindo a produção de NO, TNF, IL-1- e IL-6 além de promover bloqueio da 

produção de IL-10. A redução da produção de IFN- leva ao estabelecimento de uma resposta 

tipo 2 (Ho et al., 1994; Dayakar et al., 2019). Em contraste, as citocinas moduladoras IL-10, 

TGF-β e IL-4 regulam negativamente as respostas imune inata e adaptativa e atuam 

sinergicamente para a progressão da infecção (Dayakar et al., 2019). IL-10 atua inibindo a 

produção de IFN-, IL-1-, IL-6, IL-12 e TNF, a ativação de macrófagos, a apresentação de 

antígenos e a produção de NO, ou seja, impede a inflamação que é requerida para a 

eliminação dos parasitos (Nylén & Sacks, 2007; Dayakar et al., 2019). Já, TGF-β inibe a 

ativação de macrófagos, a expressão de iNOS e as funções de TNF e IFN- (Ho et al., 1994; 

Dayakar et al., 2019). TGF-β promove ainda a expressão de arginina e a síntese de 

poliaminas, favorecendo a proliferação dos parasitos (Dayakar et al., 2019). IL-4 apresenta 

um papel na patogênese da LV, pois atua impedindo a secreção de IFN- e de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio e promovendo a ativação alternativa de macrófagos, 

contribuindo assim, para a sobrevivência dos patógenos (Ho et al., 1994; Dayakar et al., 2019). 
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No entanto, tem sido descrito que a IL-4 pode induzir produção de IFN- por linfócitos T CD8+ 

(Dayakar et al., 2019). 

Zijlstra (2016) relata que pacientes com LV clássica, apresentam um perfil de citocinas 

características de uma resposta tipo 2 (moduladora), correlacionada, principalmente, com 

elevados níveis de IL-10 e TGF-β, que estão relacionados com elevada carga parasitária. 

Porém, esses pacientes podem, também, secretar IL-12 e IFN-, sugerindo que não há 

ausência de uma resposta tipo 1 (Zijlstra, 2016; Singh et al., 2018). Durante a patogênese da 

LV, os monócitos apresentam fenótipo modulador, com prejuízo do eixo pró-inflamatório e 

produção de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio (Singh et al., 2018), bem como 

neutrófilos com capacidades efetoras limitadas (Yizengaw et al., 2016). Todo esse perfil está 

associado também à produção de IL-10 pelos linfócitos T CD4, T CD8 e B, o que contribui 

para a disseminação da doença (Gautam et al., 2011; Kaushal et al., 2014; Andreani et al., 

2015). 

Nossos dados demonstram que os tratamentos com LET e PAM favorecem o 

desenvolvimento de um perfil pró-inflamatório, com elevada produção de IL-12 por monócitos 

e neutrófilos ativados e não ativados (Figura 33). A produção de TNF apresentou aumento 

apenas em neutrófilos ativados. Em paralelo, observou-se redução no percentual de células 

produtoras das citocinas moduladoras IL-10 e TGF-β (Figura 34). Além disso, os dados 

demonstraram que os linfócitos T CD8- e CD8+ dos grupos LET e PAM, promovem elevada 

produção de IFN- e os linfócitos B foram responsáveis pelo aumento na produção de TNF, 

em relação a CF (Figura 35). Em contraste, LET e PAM, nas três subpopulações de linfócitos 

avaliadas, desencadearam diminuição da produção de IL-10 e não alteraram o perfil de 

produção de IL-4 (Figura 36). Os achados desse estudo vão de encontro com outros estudos, 

nos quais pamidronato e letrozol promoveram aumento da produção de citocinas pró-

inflamatórias sob outros estímulos (Thiebaud et al., 1997; Lim et al., 2010; Bauml et al., 2015; 

López-Posadas et al., 2016; Zarkavelis et al., 2016).  

Assim, os resultados obtidos aqui estão em concordância com os achados da 

literatura, que mostram que o tratamento da LV promove propriedades imunomoduladoras, 

com geração de resposta tipo 1, que é caracterizada pelo aumento da produção de IL-12 por 

células apresentadoras de antígeno e produção de IFN- por células T, que proporcionam 

ativação de macrófagos, com consequente eliminação do parasito (Zijlstra, 2016). Dentre 

esses estudos, destaca-se a redução dos níveis de IL-10 em pacientes tratados com 

antimoniato de meglumina (Araújo-Santos et al., 2017), o aumento dos níveis de IL-12 

acompanhado de redução dos níveis de IL-10 e TGF-β com o tratamento com anfotericina B 

(Mondal et al., 2010; Zijlstra, 2016) e a elevada produção de IL-12 e IFN- em pacientes 

tratados com miltefosina (Palic et al., 2019). 
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O perfil de produção de citocinas séricas pelos fármacos, no modelo in vivo, corrobora 

com os achados referentes à produção de citocinas intracitoplasmáticas pelo contexto ex vivo, 

no qual LET e PAM promovem um ambiente pró-inflamatório. Letrozol na dose de 2,0 

mg/Kg/dia promove redução na concentração sérica de IL-6 (Figura 41). IL-6 é uma citocina 

que pode ou promover, ou suprimir ou não alterar a resposta imune protetora (Dayakar et al., 

2019), sendo considerada como marcador de eficácia terapêutica (Poll et al., 1995) ou como 

indicador de severidade da infecção (dos Santos et al., 2016). Dessa maneira, estudos devem 

ser conduzidos para verificar a influência dessa citocina após o tratamento com LET e PAM.  

Apesar de ser observado aumento da concentração de citocinas pró-inflamatórias IFN- e IL-

2, esse não foi estatisticamente significativo, pois talvez os tempos de infecção, tratamento e 

acompanhamento dos animais não foram capazes de promover elevação dessas proteínas 

(Figuras 41 e 42).  

No contexto das leishmanioses, algumas vias de sinalização podem estar envolvidas 

no processo de produção de citocinas (Shadab & Ali, 2011), dentre as quais, a via 

PI3K/Akt/mTOR (Kima, 2016). A inibição da produção de IL-12 pelos macrófagos é devido à 

ativação de PI3K (Cheekatla et al., 2012), e a ativação sequencial de PI3K, Akt e mTOR 

promove modulação da resposta imune em camundongos infectados com L. donovani, L. 

major e L. amazonensis (Cheekatla et al., 2012; Vászquez-Lópex et al., 2015). A inibição 

dessa via é um dos mecanismos utilizados na imunoterapia do tratamento de diversos tipos 

de câncer (Jiang et al., 2020; O’Donnell et al., 2018) e ocorre quando da utilização de LET 

(Genrali et al., 2008; Lisztwan et al., 2008) e PAM (Inoue et al., 2005; Tsubaki et al., 2015). 

Nesse contexto, podemos sugerir que o potencial imunomodulador promovido tanto por LET 

quando por PAM pode ser, ao menos em parte, devido à supressão dessa via de sinalização. 

Em camundongos infectados com L. major e deficientes de p85α, uma subunidade reguladora 

de PI3K, foi observado um aumento da resposta tipo 1, indicando que essa via apresenta 

função na regulação do balanço entre as respostas tipo 1 e 2 (Cheekatla et al., 2012). Porém, 

estudos devem ser realizados para que se confirme o real mecanismo pelo qual LET e PAM 

promovem imunomodulação quando utilizados em modelo de leishmaniose visceral. 

 A avaliação da eficácia in vivo dos fármacos letrozol e pamidronato, em modelo de 

leishmaniose visceral experimental utilizando camundongos Balb/c e avaliados pelo método 

de diluição limitante, demonstraram que esses medicamentos reduziram a carga parasitária 

no fígado, sendo que esse efeito foi observado na dose 2,0 mg/Kg para o letrozol (Figura 39) 

e 10,0 mg/Kg para pamidronato (Figura 40). Nenhuma alteração foi observada no baço, 

quando comparados ao grupo controle. De acordo com Kumar & Nýlen (2012) a resposta 

imune desenvolvida por camundongos infectados com L. donovani ou L. infantum pode, em 

um mesmo animal, variar entre diferentes órgãos. Após a infecção dos animais, os parasitos 
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se proliferam rapidamente no fígado e, durante as primeiras semanas, a infecção é controlada 

por meio de uma resposta imune mediada por células e pela formação do granuloma. No 

baço, os parasitos persistem e a infecção progride lenta e continuamente por um período mais 

longo, quando comparado com a infecção no fígado.   

Em estudos in vivo, descritos na literatura, no contexto das leishmanioses, 

pamidronato foi avaliado em modelo experimental de leishmaniose visceral causada por L. 

donovani e foi observado que na dose 20,0 mg/Kg/dia, via intravenosa e durante 5 dias, houve 

91,8% de inibição (Yardley et al., 2002). Esses autores concluíram, também, que o efeito 

antileishmania observado não era dependente somente da dose, mas sim da via de 

administração, sendo a intravenosa a mais eficaz. Rodriguez e colaboradores (2002) 

investigaram PAM em modelo experimental de leishmaniose cutânea, provocada por L. 

mexicana amazonensis e demonstraram que na dose de 10,0 mg/Kg/dia, via intraperitoneal e 

durante 5 dias, pamidronato promoveu eliminação das lesões, bem como das amastigotas 

intralesional. Foi demonstrado que PAM possui a capacidade de acumular em macrófagos 

presentes no baço e no fígado de camundongos e ratos, através de sua afinidade pelo cálcio 

intracelular (Monkkonen et al., 1991), associado à ligação à enzima pirofosfatase presente 

nos acidocalcissomos dos parasitos. Esse pode ser um possível mecanismo antileishmania 

do pamidronato in vivo (Docampo & Moreno, 2001). 

 Outros autores relatam que os estrógenos possuem atividade pró-inflamatória e que 

os hormônios testosterona e progesterona apresentam efeitos imunossupressivos 

(Bereshchenko et al., 2018; Kovats et al., 2016). Porém, esses mesmos autores destacam 

que um nível de estrogênios maior que o normal promove respostas moduladoras. Os 

hormônios sexuais podem interagir diretamente com células do sistema imune e 

desencadearem diferentes respostas imunológicas (Snider et al., 2009). Estudos foram 

conduzidos para avaliar o efeito dos hormônios sexuais na condução das leishmanioses, e foi 

demonstrado por Baccan et al., (2011) que os níveis circulantes de estrogênio, tanto em 

mulheres quanto em homens com leishmaniose cutânea provocada por L. braziliensis podem 

estar correlacionados com desenvolvimento das lesões. Alexander (1988) demonstrou que 

camundongos DBA/2 machos e fêmeas infectados com L. major desenvolveram lesões, mas 

que os machos apresentaram maior resistência à infecção que as fêmeas. Neste mesmo 

estudo, ao avaliar os animais infectados por L. mexicana, foi observado que as fêmeas foram 

resistentes e os machos permissivos à infecção. Já Anuradha e colaboradores (1990) 

apontam que hamsters machos são susceptíveis à infecção por L. donovani, quando 

comparados às fêmeas. Já Travi et al., (2002), mostraram que hamsters machos 

apresentaram maior tamanho e gravidade das lesões provocadas por L. panamensis e L. 

guyanensis.  
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 A atividade da aromatase gera altos níveis de estradiol (Simpson et al., 2002), e o 

tratamento com letrozol reduz a quantidade desse hormônio (Elliot et al., 2020), sendo que os 

efeitos regulatórios envolvidos na produção de citocinas pró-inflamatórias variam de acordo 

com o tipo celular e a concentração de estrogênio (Kovats et al., 2016). Mas já foi relatado na 

literatura, que baixos níveis de estradiol promovem aumento dos marcadores inflamatórios 

(Au et al., 2016).  Assim, o tratamento dos animais infectados com letrozol pode ter promovido 

redução de estrogênio e, assim, ter promovido resposta pró-inflamatória. Adicionalmente, a 

dose utilizada que apresentou efeito antileishmania in vivo pode ter promovido ativação ou 

inibição de vias de sinalização, como a via PI3K/Akt/mTOR. 

 Ressalta-se que estudos adicionais devem ser realizados para que se confirme o 

real mecanismo pelos quais ambos os fármacos exercem suas atividades antileishmania e 

imunomoduladora in vivo. 

 Os dados apresentados no presente trabalho demonstram, pela primeira vez, o 

potencial do letrozol como alternativa terapêutica para tratamento da leishmaniose visceral 

humana, o que permitiu a proteção do uso do mesmo neste contexto, conforme o pedido de 

patente depositado em 2020 (BR1020200053272) (Anexo). 
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7. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstrou que LET e PAM apresentam ação antileishmania e 

imunomoduladora, fazendo com que possam ser elegíveis para avaliação como potenciais 

alternativas terapêuticas e/ou como protótipos para tratamento da leishmaniose visceral 

humana.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

▪ Investigar o mecanismo de ação antileishmania do letrozol; 

 

▪ Investigar as vias de sinalização intracelular envolvidas no processo de 

imunomodulação do letrozol, observadas nos contextos ex vivo e in vivo; 

 

▪ Prospectar junto à CTIT a viabilidade de repasse da tecnologia para as indústrias 

farmacêuticas e/ou organizações envolvidas no desenvolvimento de fármacos para 

doenças negligenciadas. 
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ANEXOS 

Depósito de patente 
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Produção científica durante o doutorado – tema da tese 
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Produção científica durante o doutorado – outros assuntos 
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