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Resumo

O tratamento das leishmanioses é atualmente realizado com medicamentos 

que apresentam elevada toxicidade e risco de desenvolvimento de resistência. Além 

disso, o custo do tratamento para essas enfermidades é considerado elevado para o 

sistema de saúde pública da maioria dos países onde a leishmaniose é endêmica. 

 A busca por novos medicamentos para o tratamento das leishmanioses ou 

por alternativas terapêuticas é considerada prioritária pela Organização Mundial da 

Saúde, outros organismos nacionais e internacionais e pela comunidade científica.        

Entre as alternativas, as formulações genéricas de medicamentos contribuem 

para reduzir seu custo e para garantia de disponibilidade das drogas, já que são 

doenças negligenciadas pelo mercado farmacêutico. A associação de medicamentos 

é uma alternativa que visa principalmente potenciar o efeito de fármacos e reduzir 

e/ou evitar o surgimento de resistências.  

O objetivo deste trabalho foi avaliar alternativas terapêuticas para infecções 

causadas por Leishmania de importância nosológica no Brasil, em três vertentes: 1°) 

avaliação da atividade leishmanicida do antimoniato de meglumina sintetizado por 

Farmanguinhos-Fiocruz (lotes TAM 01/03, TAM 02/03, TAM 03/03 e TAM 021/02), 

através da comparação com o fármaco referência Glucantime®-Aventis. Foram 

realizados ensaios in vitro em modelos de amastigota-like e amastigota intracelular 

para L. amazonensis, L. chagasi e L. braziliensis e ensaio in vivo em hamsters 

infectados com L. braziliensis. Os resultados mostraram que os quatro lotes de 

meglumina-Farmanguinhos apresentam atividade semelhante à do fármaco 

referência Glucantime®-Aventis, em ambos os modelos in vitro e in vivo. 2°) 

avaliação da atividade do fármaco oral miltefosina, recentemente registrada na Índia 

para o tratamento de leishmaniose causada por L. donovani, em modelo in vitro de 

amastigota intracelular sobre as espécies L. amazonensis, L. chagasi, L. braziliensis 

e L. guyanensis. A miltefosina se mostrou igualmente ativa para as espécies de 

Leishmania avaliadas, no entanto, a comparação com a L. donovani mostrou que 

esta espécie é mais sensível. As CI50s de miltefosina encontradas para as 

Leishmania foram 17 a 19 vezes menores do que a CC50 para macrófago que foi de 

37,8 µg/mL e, 3°) identificação de possíveis sinergismos na associação entre a 

paromomicina (PA)  e o Glucantime® (Glu), miltefosina (Milt), anfotericina B (Anf B) 

e azitromicina (Azi) para L. chagasi e L. braziliensis. Foi utilizado modelo de infecção 

de macrófagos peritoneais de camundongos e a atividade inibitória sobre o 
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crescimento de amastigotas intracelulares foi determinada pela comparação com 

controle não submetido à ação de drogas. Foram analisadas sete concentrações 

para cada um dos cinco fármacos, em ensaios realizados em triplicatas, com três 

repetições, adotando-se o mínimo de 80% de infecção de macrófagos para 

validação dos ensaios e considerando-se o número médio de amastigotas contados 

em 100 macrófagos corados pelo Giemsa, por microscopia de imersão. A 

associação da PA com os demais fármacos foi determinada através da variação nas 

concentrações e proporções dos fármacos. Todos os ensaios foram realizados com 

cepas de referências. 

Os ensaios de associação permitiram a composição de uma matriz de tempos 

de exposição às drogas e concentrações dos fármacos isolados para definição dos 

parâmetros dos ensaios das associações binárias. Para L. braziliensis, o sinergismo 

foi observado entre PA e ANF, PA e Glu, onde o somatório das concentrações 

fracionadas inibitórias foi menor do que 0,5 ( CFI  0,5). Já para L. chagasi, 

sinergismo foi sugerido para as associações PA e Anf B, PA e Azi e PA e Milt. 

Os resultados deste estudo abrem perspectivas para o investimento na 

produção nacional de antimoniato de meglumina, sugere que os estudos clínicos 

com miltefosina no país devem incluir uma etapa de definição de dose e aponta para 

o benefício da combinação de fármacos para o tratamento das leishmanioses.  
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Abstract

 

The treatment of leishmaniasis is currently performed with drugs that present 

high toxicity and risk of development of resistance. Moreover, the treatment for these 

diseases is considered expensive for the system of public health of the majority of 

the countries where leishmaniasis is endemic. The search for new drugs for the 

treatment of leishmaniasis or for therapeutical alternatives is considered a priority by 

the World Health Organization, other national and international organisms and the 

scientific community. Among the alternatives, the generic drug formulations 

contribute to reduce their costs and to guarantee the availability of the drugs, since 

these are illnesses neglected by the pharmaceutical market. The combination of 

drugs is an alternative that aims mainly to harness the effect of drugs and to reduce 

and/or to prevent the sprouting of resistance. 

The objective of this work was to evaluate therapeutical alternatives for 

infections caused by Leishmania spp. of medical importance in Brazil, by three 

approaches: 1°) evaluation of the antileishmanial activity of the meglumine 

antimoniate synthesized by Farmanguinhos-Fiocruz (batches TAM 01/03, TAM 

02/03, TAM 03/03 and TAM 021/02) by comparing with the reference drug 

Glucantime®-Aventis. In vitro models of amastigote-like and intracellular amastigote 

were carried out for L. amazonensis, L. chagasi and L. braziliensis and in vivo assays 

were performed in hamsters infected with L. braziliensis. The results showed that the 

four batches of meglumina-Farmanguinhos presented similar activity as compared to 

the reference drug Glucantime®-Aventis, in both the models in vitro and in vivo. 2°) 

evaluation of the activity of the oral drug, miltefosine, recently registered in India for 

the treatment of leishmaniasis caused by L. donovani, using in vitro models of 

intracellular amastigote for the species L. amazonensis, L. chagasi, L. braziliensis 

and L. guyanensis. The miltefosine showed to be equally active for the evaluated 

species of Leishmania, however, the comparison with the L. donovani showed that 

this species is more sensible. The IC50s of miltefosine found for the Leishmania were 

17 to 19 times inferior than the CC50 for macrophage that was of 37,8 µg/mL. and, 3°) 

identification of possible synergisms in the association between the paromomycin 

(PA) and the Glucantime® (Glu), miltefosine (Milt), amphotericin B (Anf B) and 

azithromycin (Azi) for L. (L.) chagasi and L. (V.) braziliensis. The mice peritoneal 

macrophages model was used and the inhibitory activity on the intracellular growth of 

amastigotes was determined by the comparison with the control not submitted to the 
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action of drugs. They were analyzed in seven concentrations for each one of the five 

drugs, in assays carried through in triplicates with three repetitions, adopting the 

minimum of 80% of infection of the control macrophages for validation of the assays 

and considering the mean number of amastigotes in 100 macrophages stained by 

Giemsa. The association of the PA with the other drugs was determined through the 

variation in the concentrations and proportion of the drugs. All the assays were 

carried out with references strains.  

The association assays allowed to the composition of a matrix of times of 

exposition to drugs and concentrations of the isolated drugs for the definition of the 

parameters of the assays of the binary associations. For L. braziliensis, the 

synergism was observed between PA and Anf B and PA and Glu, where the sum of 

the fractional inhibitory concentrations was lower than 0.5 ( CFI  0,5). Differently, 

for L. chagasi, synergism was suggested for the associations PA and Anf B, PA and 

Azi and PA and Milt.  

The results of this study open perspectives for the investment in the national 

production of meglumine antimoniate, suggest that the clinical studies with 

miltefosine in the country must include a stage of dose definition and point to the 

benefit of the drug combination for the treatment of leishmaniasis. 
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1 Introdução 

 

 As leishmanioses são causadas por protozoários tripanosomatídeos do 

gênero Leishmania, parasito intracelular obrigatório das células do sistema fagocítico 

mononuclear, que apresenta uma forma flagelada (promastigota), encontrada no 

tubo digestivo do inseto vetor e outra aflagelada (amastigota), nos tecidos dos 

vertebrados. Dependendo da espécie infectante e de determinantes de 

susceptibilidade dos hospedeiros, as infecções se apresentam sob diferentes 

aspectos clínicos: na forma tegumentar (cutânea, mucosa e mucocutânea) ou 

visceral.  

Pelo seu considerável impacto sobre a saúde mundial, as leishmanioses 

estão entre as dez endemias prioritárias pela Organização Mundial da Saúde - OMS.  

Estima-se que a prevalência da infecção no mundo seja de 12 milhões de pessoas e 

que cerca de 350 milhões estejam sob risco de adquirir a doença. A distribuição 

dessas infecções abrange a África, as Américas, a Ásia e o sul da Europa. A 

estimativa da incidência mundial de leishmaniose visceral é de 500.000 casos, 

sendo que 90% dos casos ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e Sudão. A 

incidência mundial de leishmaniose tegumentar é de 1,5 a 2,0 milhões, sendo que 

90% dos casos de leishmaniose mucosa ocorrem na Bolívia, Brasil e Peru e 80% 

dos casos de leishmaniose cutânea ocorrem no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, Arábia 

Saudita e Síria (Desjeux, 2004, http: www.who.int/tdr 2007). 

No Brasil, observa-se o aumento do número de casos de leishmanioses nos 

últimos anos, acompanhado também pela expansão geográfica. As principais 

espécies de Leishmania responsáveis pela leishmaniose tegumentar no país são 

Leishmania (Viannia) braziliensis, a mais frequentemente encontrada e também 

mais frequentemente associada à forma clínica mucosa, L. (Leishmania) 

amazonensis, dispersa pelas regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do 

país, também responsável pela manifestação difusa anérgica da leishmaniose 

cutânea e L. (V.) guyanensis, de ocorrência nas regiões norte e nordeste do país 

(Brasil 2006a). L. (L.) chagasi é a espécie responsável pela leishmaniose visceral, 

que quando não tratada pode evoluir para a forma grave da doença, debilitando e 

incapacitando pacientes, até a morte.  

A infecção causada pelos parasitos dermotrópicos promove ulcerações na 

pele, principalmente em partes expostas do corpo como face, braços e pernas, que 

variam em extensão e gravidade. Além disso, a forma cutânea da doença causada 
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pela espécie L. braziliensis pode progredir para o acometimento das mucosas dos 

sistemas respiratório e digestivo, levando à leishmaniose mucosa, forma clínica de 

difícil diagnóstico e tratamento, que apresenta recidivas freqüentes e deixa seqüelas 

funcionais e estéticas.  

 As leishmanioses são doenças para as quais não se dispõe de instrumentos 

adequados de controle. Na última década, a incidência da infecção vem aumentando 

não só no Brasil, mas em todo o mundo e são considerados ineficientes os 

instrumentos de intervenção em seus diferentes aspectos: diagnóstico, terapêutico e 

controle de vetores e reservatório. 

 No que se refere ao tratamento dessas infecções, os principais obstáculos 

incluem custo elevado, considerando-se o sistema de saúde pública de países em 

desenvolvimento, a co-infecção Leishmania/HIV, com maior freqüência de falhas 

terapêuticas, a resistência em larga escala ao antimonial pentavalente, 

principalmente na Índia (Murray 2001) e também a resistência clínica aos outros 

fármacos atualmente empregados no tratamento das leishmanioses (Croft, Sundar & 

Fairlamb 2006). 

 O desenvolvimento de resistência aos fármacos leishmanicidas demonstra a 

necessidade urgente de pesquisa por novos fármacos e/ou a busca de alternativas 

de tratamento para as leishmanioses.  

 Todos os fármacos leishmanicidas mais frequentemente empregados na 

terapêutica das leishmanioses e listados a seguir, apresentam limitações na forma 

de administração, toxicidade, resistência ou custo.  

 

1.1 Antimoniais pentavalentes 

 

Os compostos orgânicos de antimônio pentavalente (Sbv) permanecem como a 

primeira linha de escolha para o tratamento das leishmanioses visceral e cutânea, 

em muitos países. Esse composto, na sua forma trivalente (SbIII) foi primeiramente 

testado em pacientes com leishmaniose tegumentar, em 1912 pelo médico Gaspar 

Vianna e era denominado tártaro emético (tartarato de potássio e antimônio). Nesta 

época, 90% dos casos de leishmaniose evoluíam para óbito e o que se observou foi 

algum sucesso no tratamento com o tártaro emético (Laison 1996). Em 1915, a 

eficácia do tártaro emético foi confirmada no tratamento do calazar infantil na Itália e 

o composto foi amplamente usado durante a epidemia de calazar em Assam, leste 

da Índia (Marsden 1985). No entanto, esta formulação apresentava toxicidade 
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elevada, ocasionando tosse, dores no peito e depressão, além de ser de difícil 

administração. Em 1920, Bramachari desenvolveu o primeiro antimonial 

pentavalente (Sbv) e uma substância mais estável do que o composto trivalente, o 

estibogluconato de sódio (Pentostan®), foi formulado na Alemanha por Schmidt, em 

1936. Este novo composto apresentava estabilidade em água, poderia ser estocado 

em solução até o momento do uso e era administrado por via intramuscular, 

endovenosa ou subcutânea. Além disso, houve redução de alguns efeitos colaterais 

e da toxicidade em relação ao tártaro emético. Uma alternativa ao Pentostan® surgiu 

no final da segunda guerra mundial com o desenvolvimento do também antimonial 

pentavalente, o N-methyl-glucamina, comercializado como Glucantime®, sendo a 

eficácia confirmada desse novo composto para as leishmanioses cutânea e visceral 

(Marsden 1985). 

 Por razões de mercado, o estibogluconato de sódio - Pentostan® - foi usado 

para o tratamento das leishmanioses principalmente em países de língua ou 

colonização inglesa e em países de língua ou colonização francesa ou espanhola 

(Berman 1988).  No Brasil, o fármaco empregado é o antimonial pentavalente, 

antimoniato de meglumina - Glucantime®.  

 A estrutura desses compostos não é totalmente conhecida, mas foi sugerido 

por Roberts et al (1998) que a composição do antimoniato de meglumina é análoga 

ao do estibogluconato de sódio, ou seja, uma complexa mistura de polímeros de 

carbono ligada a um único átomo de antimônio. 

 Por ser de administração endovenosa ou intramuscular, o antimoniato de 

meglumina é rapidamente absorvido e praticamente 90% de antimônio é excretado 

nas primeiras 48h pelos rins. Em conseqüência, é necessária a administração de 

doses elevadas do fármaco, em regime contínuo, para garantir quantidade 

adequada de antimônio nos tecidos e assim, permitir a eficácia do tratamento.  

Existe outro pico de eliminação, lento que é de 72 horas e que é 

principalmente responsável pela conversão de Sbv a SbIII nos tecidos e 

provavelmente relacionado à toxicidade cumulativa. 

 Os antimoniais vêm sendo empregados no tratamento das leishmanioses por 

mais de 70 anos, mas apesar disso, pouco se compreende sobre o mecanismo de 

ação desse fármaco. Sugere-se que o antimônio pentavalente (Sbv) seja uma pró-

droga, convertido em antimônio trivalente (SbIII) após sua administração (Roberts, 

MacMurray & Raubey 1998). Em 1997, Sereno et al demonstraram que o SbIII foi 

substancialmente mais potente que o Sbv para ambas, formas promastigotas e 
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amastigotas axênicas de L. mexicana, L. amazoensis e L. infantum. Já Shaked-

Mishan et al (2001) mostraram que a redução do Sbv a SbIII ocorreu em amastigotas 

mas não em promastigotas de L. donovani. Quanto ao local onde a redução da 

forma pentavalente para trivalente ocorre, são sugeridos o interior dos macrófagos 

hospedeiros ou no próprio parasito (Roberts & Rainey 1993; Sereno et al 1998). 

Ouellette et al (2004) propõem um modelo de resistência aos antimoniais em que há 

possibilidade da redução do antimônio ocorrer nas células do hospedeiro ou no 

interior do parasito. Outro estudo, que também colabora para a hipótese da 

conversão metabólica do Sbv é o de Miekeley et al (2002). Após administração 

intramuscular do antimoniato N-metilglucamina em pacientes com leishmaniose, 

ocorreu conversão do composto orgânico para as formas iônicas SbIII e Sbv.  

 Os antimoniais pentavalentes (ou a forma ativa trivalente) parecem interferir 

na produção de energia em amastigotas de Leishmania, inibindo tanto a glicólise 

com a  oxidação dos ácidos graxos, levando a depleção de ATP intracelular (Tracy 

& Webster Junior 2003). 

 Outra possibilidade de mecanismo de ação dos antimoniais pentavaletes é 

que na forma amastigota de Leishmania existe uma metaloproteinase zinco 

dependente, que poderia ser inativada se o antimônio substituísse o zinco nesta 

enzima, que é essencial para o desenvolvimento do parasito (Bangs et al 2001). Foi 

demonstrado ainda por Chakraborty & Majunder (1988) que o agente ativo do 

Pentostan® é capaz de inibir a enzima topoisomerase II, purificada de L. donovani. 

O tratamento de promastigotas de L. panamensis com antimoniais pentavalentes foi 

capaz de estabilizar complexos de DNA-proteína, estando assim de acordo com a 

inibição da topoisomerase (Lucumi et al 1998). Os antimoniais pentavalentes 

também foram capazes de inibir a enzima fosfofrutoquinase envolvida na síntese de 

nucleotídeos trifosfatados (Berman et al 1985). 

Pacientes imunodeprimidos com leishmaniose respondem pobremente aos 

antimoniais, apresentando falha e recidivas da ordem de 52% entre 1 e 36 meses 

após o tratamento (Desjeux 1999), sugerindo assim que a ação dos antimoniais 

requer a atuação conjunta do sistema imunológico. 

 Dependendo da dose e do tempo de administração, os antimoniais 

pentavalentes podem ser bem tolerados, mas em geral surgem reações colaterais 

que vão desde incômodos como dor no local da injeção, disfunção gastrointestinal, 

dores musculares difusas e enrijecimento das articulações até reações adversas 

graves, como arritmias cardíacas e pancreatite. Além disso, observa-se ainda 
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elevação das transaminases hepáticas e amilase que, no entanto, são reversíveis 

após o final do tratamento (Gasser et al 1997;Tracy & Webster Junior 2003). 

 Novas apresentações terapêuticas para os antimoniais foram desenvolvidas 

nas últimas décadas. As formulações encapsuladas em lipossomo apresentaram 

atividade leishmanicida contra a infecção pela L. chagasi em hamsters. Nessa 

formulação, o fármaco é captado seletivamente por endocitose e alcança os 

fagolisossomos do macrófago, onde se encontram os parasitos (Frézard et al 2000). 

A vantagem do encapsulamento dos antimoniais em lipossomos consiste em 

possibilitar a redução dos efeitos colaterais, direcionando o fármaco para o sítio de 

ação, além de controlar a concentração e a velocidade de liberação do composto no 

órgão alvo. Resposta de linfócitos T do tipo 1 mais exacerbada foi observada em 

camundongos tratados com estibogluconato de sódio encapsulado, quando 

comparada com a administração da substância livre (Banduwardene et al 1997).  

Estudos com formulação genérica do estibogluconato de sódio (Albert Davis 

Ltda., Calcutá – Índia) foram conduzidos no Sudão, Kênia, Etiópia, Bolívia e 

Colômbia para o tratamento de pacientes com leishmaniose visceral ou tegumentar. 

A eficácia e a segurança do genérico foram semelhantes às do Pentostan® e do 

Glucantime®. Além disso, o custo do medicamento genérico é de aproximadamente 

7% do valor do Pentostan® e 20% do Glucantime® (Veeken et al 2000, Moore et al 

2001, Ritmeijer et al 2001, Soto et al 2004, Bermúdez et al 2006). 

Recentemente lotes de antimoniato de meglumina foram sistetizados por 

Farmanguinhos, a indústria farmacêutica da Fundação Oswaldo Cruz e sua 

atividade in vitro e in vivo foi comparável à do fármaco referência Glucantime®-

Aventis (Morais-Teixeira et al 2008) 

 O modo de administração parenteral, a longa duração dos esquemas 

terapêuticos (20 a 30 dias) e as reações adversas freqüentes e potencialmente 

graves, constituem desvantagens importantes para o uso dos antimoniais. Além 

destes problemas, há a ocorrência de fracasso terapêutico em alguns países, como 

Índia e Quênia. Em Bihar na Índia, 50-60% dos pacientes não respondem ao 

tratamento com o Sbv (Croft 2001). 

No Brasil, o tratamento de primeira escolha para leishmaniosae visceral 

recomendado pelo Ministério da Saúde é o antimonial pentavalente: antimoniato N-

metil glucamina (20mg de Sbv Kg/dia IV/IM, por 20-40 dias) (Brasil 2006b). 

 Assim, o fármaco atualmente considerado como de primeira escolha em 

quase todo o mundo está longe de ser satisfatório.   
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1.2  Anfotericina B 

 

A anfotericina B pertence ao grupo dos antibióticos poliênicos produzidos por 

diferentes espécies de Streptomyces. Foi obtida a partir do Streptomyces nodosus, 

isolado da bacia do rio Orinoco na Venezuela em 1956 (Donovlick et al 1955-1956). 

A anfotericina é encontrada sob duas formas: A e B, sendo a última mais ativa e a 

única usada clinicamente (Vandeputte et al 1956). 

 A anfotericina B é um fármaco anfotérico, insolúvel em água e com pH neutro. 

A formulação licenciada para o uso de rotina clínica, produzido e comercializado 

pela Bristol-Myers Squibb como Fungizon  é a mistura de anfotericina B com o 

detergente desoxicolato em tampão fosfato, o que promoveu a solubilização da 

substância (Brajtburg & Bolard 1996). 

 Após a infusão venosa de uma dose terapêutica de desoxicolato de 

anfotericina B (0,65 mg/Kg), níveis séricos máximos de 1,8 a 3,5 µg são atingidos na 

primeira hora de infusão (Louria 1958, Bennett 1987). Esses níveis permanecem por 

seis a oito horas e então caem gradativamente. A anfotericina B não sofre 

acumulação plasmática com a utilização de doses diárias. Ao final de uma infusão 

de quatro horas, o fármaco é eliminado do sangue, com meia-vida inicial de 24 a 48h 

(Atkison & Bennett 1978). 

 A atividade leishmanicida desse antibiótico foi demonstrada no final da 

década de 50, quando passou a ser utilizado no tratamento da doença, sendo 

considerado uma alternativa para o tratamento das leishmanioses mucocutânea e 

visceral. O mecanismo de ação deste fármaco decorre de sua ligação ao ergosterol, 

com conseqüente alteração de permeabilidade de membrana e do equilíbrio 

osmótico do parasito (Saha et al 1986, Olliaro & Bryceson 1993, Urbina 1997, 

Tiphine et al 1999). Leishmania e fungos contêm ergosterol como principal 

constituinte de suas membranas plasmáticas, ao invés do colesterol das membranas 

de células animais e esse fato, provavelmente explica a eficácia da anfotericina B 

contra Leishmania spp. Em Bihar na Índia, onde 60% dos pacientes com 

leishmaniose visceral não respondem mais ao tratamento com os antimoniais 

pentavalentes, a anfotericina B está sendo recomendada como primeira linha de 

tratamento (Chappuis et al 2007). Assim, o uso clínico da anfotericina B é 

recomendado para gestantes, para casos graves de leishmaniose, casos de falha 

terapêutica ou presença de efeitos adversos intensos com o uso de antimoniais e 

em situações de risco de morte. Apesar do custo elevado, devido à possibilidade de 
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tempo mais curto de administração, eficácia e menor freqüência de efeitos adversos, 

a anfotericina B lipossomal é considerada o melhor fármaco atualmente disponível 

para o tratamento da leishmaniose visceral e em muitos países da Europa e Estados 

Unidos é utilizada como a primeira linha de tratamento para essa doença.  

 No Brasil, como terapia de segunda escolha, o Ministério da Saúde indica o 

desoxicolato de anfotericina B, que é empregado em situações de toxicidade ou 

refratariedade ao tratamento com antimonial, contra-indicação formal ao tratamento 

com antimonial pentavalente, incluindo gestação e em casos de leishmaniose 

visceral grave (Manual de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral, Ministério 

da Saúde 2006b). A dose recomendada é de 1mg/kg/dia, em dias alternados, com 

dose total de 3g para adultos e 15 a 25 mg/kg de peso para crianças. Os efeitos 

colaterais apresentados com o uso da anfotericina B ocorrem principalmente durante 

a infusão venosa, sendo febre, náusea, vômito, calafrios, hipotensão ou hipertensão, 

comprometimento da função renal e redução dos níveis séricos de potássio 

(Brajtburg & Bolard 1996). O tratamento requer hospitalização para permitir controles 

laboratoriais e ser administrada em forma diluída em infusão de 4 a 6h. O tempo 

total de tratamento é de 14-20 dias. 

Um estudo feito em Montes Claros, Minas Gerais, comparou a eficácia de 

monoterapia com desoxicolato de anfotericina B em doses de 0,5mg/Kg/dia ou 

1mg/Kg/dia, durante 14 dias. As taxas de cura foram de 57% (12/21) e 97,5% 

(78/80) respectivamente, sugerindo que a dose de 14mg/Kg, mais baixa do que a 

recomendada pelo Ministério da Saúde, apresenta bom índice de cura para esta 

população (Carvalho, 2000). 

 No final da década de 1990, novas formulações lipídicas de anfotericina B 

foram desenvolvidas, visando diminuir sua toxicidade. Nestas formulações, o 

desoxicolato foi substituído por outros lipídios: anfotericina B lipossomal - 

Ambisome® (Fujisawa, Deerfield, IL/EUA), colesterol sulfato de anfotericina B - 

Amphotec® (Sequs, MentoPark, CA/EUA) e complexo lipídico de anfotericina B - 

Albecet (Liposome Co, Princeton, NJ/EUA). Essas formulações são bem absorvidas 

pelo sistema fagocítico mononuclear, no qual as leishmanias se encontram, sendo 

pouco absorvidas pelo rim, o órgão alvo de toxicidade do fármaco. Mullen, Carter & 

Baillie (1997) compararam a eficácia das novas formulações lipídicas de anfotericina 

B em camundongos e verificaram que todas as formulações levaram à redução 

significativa da carga de parasitos no baço e na medula óssea dos animais 
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infectados com L. donovani, quando comparados com os órgãos dos animais-não 

tratados.  

Yardley & Croft (2000) compararam, em estudo in vivo, a atividade do 

Fungizon® e outras três formulações lipídicas de anfotericina B. Para L. donovani, 

Ambisome® e Amphocil® foram mais ativos que o Albecet® e para L. major, 

Ambisome® na dose de 25 mg/Kg promoveu maior redução do tamanho das lesões 

do que o Amphocil® ou o Albecet®. Nos ensaios in vitro em macrófagos murinos 

infectados com L. donovani, a atividade leishmanicicda foi maior com o Amphocil®, 

seguida pelo Albecet® e pelo Ambisome®; e para L. major, a seqüência foi 

Fungizon®, Amphocil®, Ambisone® e Albecet®. No entanto, o resultado foi diferente 

em estudo in vitro, quando a infecção com L. donovani foi realizada em macrófagos 

THP-1 (Amphocil® = Albecet® > Ambisone > Fungizon®).  A eficácia da anfotericina 

B lipossomal foi maior do que a obtida com o fármaco livre em camundongos Balb/c 

infectados com L. major (Yardley & Croft 1997). 

 Apesar da elevada eficácia e relativa menor toxicidade das novas formulações 

lipídicas de anfotericina B no tratamento das leishmanioses, o alto custo (US$ 2.800) 

inviabilizava seu uso no sistema de saúde pública de países em desenvolvimento. 

Felizmente, em maio de 2007 a Organização Mundial da Saúde (OMS) anunciou 

uma drástica redução no preço da droga (US$ 200) para que ela possa ser utilizada 

nos serviços de saúde pública de países onde a leishmaniose visceral é endêmica 

(Chappuis et al. 2007). 

  

1.3  Miltefosina 

 

Medicamentos eficazes com via de administração oral são altamente desejáveis 

no tratamento das leishmanioses. Em 1987, Croft et al pela primeira vez, mostraram 

a atividade leishmanicida da miltefosina sobre L. donovani. A partir de então, outros 

estudos foram confirmando a atividade do fármaco sobre as diferentes espécies de 

Leishmania. Sundar et al (1998) avaliaram que a miltefosina usada na dose de 100 a 

150 mg/dia por quatro semanas foi eficaz e tolerável em pacientes tratados de 

leishmaniose visceral. O fármaco vem sendo usado na Índia para o tratamento de 

pacientes com leishmaniose refratária ao tratamento convencional com antimoniais 

(Sindermann et al 2003). 

 A miltefosina (hexadecilfosfocolina) é uma alquilfosfocolina desenvolvida 

originalmente para o tratamento do câncer. Administrada oralmente, o fármaco tem 
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um longo período de meia-vida, variando de 100 a 200 horas. Os níveis do fármaco 

no plasma permanecem constantes após 26 dias de administração contínua 

(Berman et al. 2006). 

O modo de ação da miltefosina sobre Leishmania ainda é controverso. Em 

células tumorais, o fármaco age induzindo apoptose e alterando as vias de 

sinalização celular mediada por lipídios (Arthur, Bittiman 1998). A apoptose celular 

em promastigotas de L. donovani está demonstrada no estudo de Verna e Dey 

(2004). 

 Outros estudos sugerem que a miltefosina apresenta propriedades 

imunomoduladoras (Vehmeyer et al 1991, Hochhuth et al 1992, Eue et al 1995). 

Entretanto, Murray e Deph-Etienne (2000) mostraram que a miltefosina permanece 

com suas propriedades anti-tumorais em camundongos imunodeficientes, sugerindo 

que sua atividade não depende da resposta imune mediada por células T. 

 A atividade da miltefosina também foi investigada em camundongos scid, ou 

seja, deficientes funcionalmente na produção de células T e B e comparada com o 

ambisome e estibogluconato de sódio (Escobar, Yardley & Croft 2001). Neste 

estudo, ficou demonstrado que a ação da miltefosina em L. donovani é independente 

da resposta imune mediada por células T e B. O ambisome apresentou níveis de 

atividade semelhantes ao da miltefosina para camundongos scid e Balb/c infectados 

com L. donovai, o que sugere também, uma atividade independente da resposta 

imune mediada por células T e B. Já o estibogluconato de sódio foi menos ativo nos 

animais deficientes de células T e B, sugerindo assim, que sua atividade é 

dependente dessas células. Essa dependência foi observada no estudo de 

pacientes imunodeprimidos tratados com antimonial pentavalente (Desjeux 1999).  

 Na Índia, a miltefosina foi registrada para o tratamento da leishmaniose 

visceral em março de 2002. A eficácia deste fármaco também foi confirmada para 

uma espécie cutânea do Velho Mundo. Mohebali et al (2007) consideraram que o 

tratamento da miltefosina foi tão bom quanto o tratamento com o antimoniato de 

meglumina em pacientes com leishmaniose cutânea causada por L. major. O 

fármaco foi também usado com sucesso no tratamento de pacientes portadores de 

HIV, infectados com L. major (Schraner et al 2005). 

Na Colômbia e na Guatemala, em estudo com controle de placebo, a miltefosina 

(2,5 mg/Kg/dia, durante 28 dias), foi utilizada no tratamento da leishmaniose 

cutânea. Na Colômbia, onde a L. panamensis é mais prevalente, foram obtidas taxas 

de cura de 91%, comparadas com 38% no grupo placebo. Já na Guatemala, onde 
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predominam L. braziliensis e L. mexicana, foi obtida baixa taxa de cura de 53% no 

grupo tratado, comparada à de 21% no grupo placebo (Soto et al 2004). No entanto, 

o mesmo grupo de autores em 2006 obteve taxas de cura de 85%, 88% e 82% após 

2,4 e 6 meses respectivamente de tratamento com miltefosina em pacientes 

bolivianos com leishmaniose cutânea por L. braziliensis. O fármaco foi considerado 

eficaz no tratamento da doença (Soto & Toledo 2006). 

No Brasil, a eficácia da miltefosina foi semelhante, senão maior que a do N- metil 

glucamina no tratamento da leishmaniose cutânea experimental causada por L. 

amazonensis em camundongos (Costa Filho et al 2008).  

Um ensaio clínico com a miltefosina para o tratamento da leishmaniose visceral 

está em andamento em Montes Claros e Teresina, mas os resultados iniciais 

mostraram baixa taxa de cura com as mesmas doses usadas na Índia, o que levou 

os pesquisadores a prolongarem o tempo de tratamento (comunicação pessoal: Dr. 

Reinaldo Dietze). 

A miltefosina, além de ser eficaz no tratamento das leishmanioses, é o único 

fármaco leishmanicida eficaz de via de administração oral. Os problemas 

relacionados ao uso deste fármaco no tratamento das leishmanioses incluem efeitos 

adversos que afetam o sistema gastrointestinal, causando principalmente vômitos e 

diarréia (Kaminsky 2002), aumento nos níveis sanguíneos de transaminase, bem 

como uréia e creatinina (Fischer et al 2001) e também a resistência induzida in vitro 

do fármaco em linhagens de promastigotas de L. donovani (Seifert et al 2003). Foi 

demonstrado ainda pelo mesmo grupo, que a resistência experimental induzida em 

promastigotas de L. donovani foi mantida em amastigotas, caracterizando assim, um 

fenótipo de relevância clínica para este estágio do parasito (Seifert et al 2006). No 

entanto, a maior limitação do uso da miltefosina consiste no seu emprego em 

mulheres em idade fértil uma vez que este fármaco apresentou efeitos teratogênicos 

em animais (Kaminsky 2002). A possibilidade do uso da miltefosina em mulheres em 

idade fértil associada à prescrição de contraceptivos orais, como tem sido sugerido 

por alguns autores, geraria mais custos para o sistema de saúde pública de países 

em desenvolvimento e dessa forma poderia inviabilizar seu uso. 

 

1.4  Paromomicina 

 

A paromomicina (ou aminosidina) é um antibiótico aminoglicosídeo extraído de 

Streptomyces rimosus, licenciada na Europa para o tratamento parenteral de 
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infecções bacterianas. Esta substância apresenta um espectro de atividade 

parasitária que não é apresentado por outro antibiótico aminoglicosídeo. A utilização 

da paromomicina oral foi recomendada para o tratamento de teníase e amebíase. A 

atividade deste fármaco contra leishmaniose cutânea experimental foi demonstrada 

pela primeira vez em 1963 (apud Neal et al. 1995). 

 Em bactéria, os aminoglicosídeos inibem a síntese de proteína através da 

ligação à subunidade ribossomal 30S, causando a terminação prematura da 

tradução do RNA mensageiro. A ação da aminosidina foi demonstrada em 

promastigotas de L. donovani, apresentando modificações na síntese de RNA e em 

lipídios polares de membrana, promovendo alterações na fluidez da mesma 

(Maarouf et al 1997a). Outras implicações observadas foram alterações no 

ribossomo mitocondrial e disfunção na indução respiratória (Maarouf et al 1997b).  

 A formulação tópica da paromomicina a 15% associada a cloreto de 

metilbenzetônio (MBCL) a 12% foi eficaz em pacientes de Israel infectados por L.

major e pacientes da Guatemala portadores de leishmaniose cutânea (El-On et al 

1986; Arana et al 2001). No entanto, efeitos adversos foram relatados para essa 

formulação.     

 Em camundongos, a formulação paromomicina-MBCL foi pouco ativa e tóxica 

para infecções com L. panamensis e L. amazonensis (El-On & Hmburger 1987, Neal 

et al. 1994). 

 Devido à toxicidade local das formulações de paromomicina e MBCL, seu uso 

clínico ficou limitado. Foi testada então, uma nova formulação tópica, contendo 15% 

de paromomicina e 10% de uréia que visava facilitar a penetração da paromomicina 

na lesão de pele (Bryceson et al 1994). Em estudo comparativo, em portadores de 

leishmaniose devido a L. major, a atividade de uma pomada de paromomicina a 15% 

e uréia foi de 68% e a observada com administrações intralesionais de antimoniato 

de meglumina foi de 66%, sem diferença significativa entre os dois grupos (Shazad 

et al 2005). 

 A partir de estudos que demonstraram maior permeação cutânea de 

paromomicina através de formulações hidrofílicas (géis ou cremes), um grupo de 

pesquisadores da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Minas Gerais 

desenvolveu uma formulação gel deste fármaco (Ferreira et al 2002). A eficácia 

dessa formulação tópica foi avaliada em colaboração com o Laboratório de 

Pesquisas Clínicas do Centro de Pesquisas René Rachou em modelos animais 

infectados com L amazonensis e L. braziliensis (Gonçalves et al 2005). Neste 
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estudo, o tratamento com a paromomicina gel promoveu redução significativa do 

tamanho das lesões, apresentando atividade maior ou equivalente ao tratamento 

com o antimonial pentavalente - Glucantime®. Esta nova formulação livre do 

metilbenzetônio (agente implicado na toxicidade local) constitui vantagem em 

relação às formulações anteriores. 

 Na década de 90, estudos mostraram que a paromomicina por via parenteral 

também foi ativa no tratamento da leishmaniose visceral em áreas endêmicas 

(Chunge et al 1991, Scott et al 1992, Thakur et al 1992). O fármaco é registrado na 

Índia para o tratamento de leishmaniose visceral desde 2006. Na Índia, o tratamendo 

de leishmaniose visceral com paramomicina intramuscular por 21 dias mostrou 

eficácia de 94,6%, comparável à da anfotericina B. (Sundar et al., 2007). Apesar de 

ser uma medicação administrada por via intramuscular, a paramomicina é ainda 

considerada uma boa alternativa terapêutica devido à alta eficácia menor tempo de 

tratamento que os demais medicamentos disponíveis (21 dias) e por seu baixo 

custo.  

 Neal et al (1995) determinaram a sensibilidade in vitro à aminosidina de várias 

cepas de Leishmania spp. causadoras de leishmaniose cutânea e visceral, 

encontrando variações de sensibilidade dessas diferentes cepas para este fármaco. 

 Mais recentemente, um estudo realizado com pacientes com leishmaniose 

visceral na Índia mostrou que a atividade da paromomicina é equivalente à da 

anfotericina B no tratamento desta doença (Sundar et al 2007). 

 No Brasil, Romero et al (1998) trataram pacientes portadores de leishmaniose 

mucosa com sulfato de aminosidina (16 mg/Kg/dia, via intramuscular/ 20 dias). Foi 

obtido 66,5% de remissão completa da lesão nos pacientes até três meses após o 

tratamento. Mais recentemente, um estudo avaliando o tratamento de uma 

formulação hidrofílica da paromomicina tópica em pacientes com leishmaniose 

cutânea mostrou que apesar da cura das lesões requerer mais de 20 dias de 

tratamento para cicatrização completa, os efeitos adversos não promoveram 

interrupção do tratamento e efeito terapêutico foi obtido com essa nova formulação 

(Santos et al 2008). 

 Como relatado acima, a paromomicina vem apresentado atividade 

leishmanicida tanto para o tratamento da leishmaniose cutânea como visceral. 

Apesar de ser bem tolerada, é potencialmente nefrotóxica e ototóxida, podendo 

causar surdez irreversível, além de ser contra indicada durante a gravidez. Outro 
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problema relacionado a este fármaco é a resistência induzida in vitro para 

promastigotas de L. donovani (Maarouf et al 1998). 

 O uso de formulações tópicas da paromomicina associada a outros fármacos 

com atividade leishmanicida pode contribuir para aumentar sua eficácia e reduzir os 

efeitos colaterais do fármaco. 

 

1.5 Azitromicina 

 

A azitromicina é um antibiótico azalídeo da família dos macrolídeos. Os 

macrolídeos interferem com a síntese de proteínas pela ligação à subunidade 

ribosomal 50S de organismos susceptíveis (Scheinfeld et al 2004). Em geral são 

bacteriostáticos. 

 As vantagens atribuídas à azitromicina consistem em: concentrar-se nos 

tecidos, especialmente em macrófagos, com níveis 100 a 200 vezes maiores que as 

concentrações encontradas no soro; apresentar possibilidade de via de 

administração oral ou injetável; ser considerada relativamente segura para o uso em 

crianças e mulheres grávidas e apresentar baixo perfil de toxicidade (Krolewiecki et 

al 2002). Os principais efeitos adversos da azitromicina afetam o trato gastro-

intestinal, causando náuseas, vômito e diarréia, podendo ocorrer também, elevação 

das enzimas hepáticas, nefrites intersticiais, cefaléias, ototoxidade e raramente, 

tonteiras.  

O metabolismo deste fármaco é primariamente hepático e seus metabólitos 

possuem pouca ou nenhuma bioatividade (Epstein et al 1997). A concentração 

plasmática máxima após uma dosagem plena de 500 mg é de 0,4 µg/mL, que se 

segue à administração de 250 mg diários por quatro dias, com concentração máxima 

de 0,24 µg/mL (Lalak & Morris 1993). O pico inicial plasmático ocorre em 11 a 14 

horas e é seguido por uma prolongada meia-vida de aproximadamente 68 horas, 

sendo a droga lentamente removida dos tecidos.  

 A azitromicina tem alcançado taxas variáveis de sucesso no tratamento de 

diferentes infecções causadas por protozoários que afetam os humanos, como 

Acanthamoeba (Schuster & Vivesvara 1998), Cryptosporidium parvum (Hicks et al 

1996), Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax e Plasmodium malariae (Taylor et 

al 1999, Puri & Singh 2000) e Toxoplasma gondii (Blais et al 1994, Dumas et al 

1994, Beckers et al 1995). 
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Em 2002, Krolewiecki et al demonstraram a atividade da azitromicina em 

modelos in vitro e in vivo sobre promastigotas e amastigotas de L. major. Foi obtida 

redução significativa na contagem de parasitos em cultura, tratados com o fármaco. 

Em ensaios de amastigota intracelular, a azitromicina levou à diminuição significativa 

na contagem de parasitos. Camundongos infectados com L. major e tratados com 

100 a 200 mg/Kg/dia de azitromicina apresentaram diminuição significativa de 

tamanho de lesão e de número de parasitos por lesão. 

Tanyuksel et al (2003) também investigaram a ação in vitro da azitromicina 

em L. major e observaram que a ação do fármaco em baixa dose (0,05 µg/mL) não 

diferiu da ação do controle sem droga; mas em doses mais elevadas (0,1, 0,3 e 0,6 

µg/mL) os autores observaram atividade significativa da azitromicina. 

A atividade em modelo in vivo, da azitromicina foi avaliada recentemente para 

espécies de Leishmania do Novo Mundo: L. braziliensis e L. amazonensis. A 

azitromicina foi ativa contra L. braziliensis, mas não contra L. amazonensis em 

modelo hamster dourado. Essa atividade foi inferior à do antimoniato de meglumina 

para o controle da lesão e ambos os fármacos (azitromicina e antimoniato de 

meglumina) não promoveram a esterilização dos parasitos da lesão (Sinagra et al 

2007). 

 O estudo de Oliveira-Silva, Morais-Teixeira e Rabello (2008) mostrou que a 

azitromicina foi ativa em modelo in vitro de promastigota e amastigota intracelular 

para L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi. 

Prata et al (2003) em estudo aberto não controlado, relataram ter tratado 24 

pacientes portadores de leishmaniose cutânea, com 500 a 1000 mg diários de 

azitromicina, por períodos de dois a dez dias tendo obtido 85% de cura clínica. 

Segundo os autores, apesar de não ter sido incluído grupo controle, uma mudança 

clara nas características das lesões foi observada, sugerindo efeito evidente da 

azitromicina e não a resolução espontânea, eventualmente observada na forma 

cutânea da doença. Silva-Vergara et al (2004), em estudo realizado em Minas 

Gerais, trataram três pacientes idosos com leishmaniose mucosa de longa evolução 

e portadores de cardiopatia com azitromicina via oral, em dose única diária de 

500mg, durante dez dias, em três séries com intervalos de um mês. Em todos os 

pacientes houve cicatrização das lesões depois da terceira série. 

 Um estudo piloto com azitromicina oral foi realizado no Laboratório de 

Pesquisas Clínicas do Centro de Pesquisas René Rachou. Nesta avaliação, 11 de 
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13 (84,6%) dos pacientes tratados foram curados com doses que variaram de seis a 

20 comprimidos em administrações orais de 500 mg diários (dados não publicados). 

 

1.6 Outros fármacos com atividade leishmanicida 

 

1.6.1 Pentamidinas 

 

As pentamidinas são compostos orgânicos caracterizados pela presença dos 

grupamentos C=N e C-N, que proporcionam propriedades específicas das funções 

azometina e amina, respectivamente. Esses compostos apresentam atividade 

biológica variada e os derivados aromáticos como a pentamidina e o Berenil® 

(agentes terapêuticos contra tripanossomíase africana) são os compostos mais 

representativos. A pentamidina, uma diamina aromática, apresenta atividade 

tripanosomicida, antifúngica, antibacteriana, antiviral e antitumoral (Berman 1998). 

Para o tratamento das leishmanioses, esse composto tem sido usado desde 1939. 

As diaminas aromáticas ligam-se seletivamente ao DNA do cinetoplasto do 

Trypanossoma cruzi e T. rhodenesiense, produzindo alterações estruturais no 

cinetoplasto, levando à sua completa destruição (Robert & Briggaman 1977). 

Em Leishmania donovani, a pentamidina parece inibir o transporte de arginina 

(Kandpal et al 1995, Kandpal et al 1996) e inibe também enzimas, como a ornitina 

descarboxilase e a espermicina sintetase, impedindo assim, a síntese de moléculas 

importantes para a manutenção da vida do parasito (Bacharach et al 1979, Basselin 

et al 1997). Esses compostos são capazes ainda de se ligar ao DNA em regiões 

ricas em seqüências A-T (adenina – timina). 

O isotionato de pentamidina é razoavelmente bem absorvido por 

administração parenteral. Aproximadamente 15 a 20% do composto é excretado na 

urina. A maior parte é depositada no fígado e rim e uma pequena proporção na pele. 

A alta proporção de cura de leishmaniose cutânea está associada a baixas 

doses de pentamidina administrada por curtos períodos. Em um estudo na 

Colômbia, onde os pacientes podem estar infectados por L. panamensis, L. 

braziliensis ou L. mexicana, o tratamento curto e com baixas doses de pentamidina 

proporcionou cura de 96%, semelhante ao do antimoniato de meglumina (91%). A 

frequencia de efeitos adversos também foi similar entre eles (Soto et al 1994). 
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Para a leishmaniose visceral, a pentamidina tem sido usada com o fármaco 

de segunda escolha em casos refratários ao tratamento com os antimoniais 

pentavalentes. No entanto, diferente do tratamento da leishmaniose cutânea, para o 

tratamento desta doença são necessários longos esquemas terapêuticos para 

prevenir recidivas, elevando a toxicidade da pentamidina (Bryceson 1985), podendo 

contribuir para o surgimento de resistência. 

Resistência induzida in vitro em promastigotas de L. mexicana foi obtida para 

a pentamidina (Basselin et al 2002). 

Os efeitos adversos causados pelo uso da pentamidina incluem: dispnéia, 

taquicardía e tonteiras ou sensação de desmaio, cefaléia e vômitos. Além desses 

sintomas, manifestam também erupções cutâneas, tromboflebite, trombocitopenia, 

anemia, neutropenia, elevação de enzimas hepáticas e nefrotoxicidade (Vohringer & 

Arastéh 1993). O efeito adverso mais grave da droga é a indução de diabetes não 

reversível. 

Devido aos indícios de resistência, redução de eficácia e toxicidade, a 

pentamidina está sendo abandonada para o tratamento das leishmanioses na Índia 

e em vários países, inclusive o Brasil (Sundar 2001; Manual de Leishmaniose 

visceral, Brasil, 2003). 

 

 

1.6.2 Alopurinol 

 

O alopurinol é um inibidor de síntese de purinas que inibe a captação de 

purinas de células de mamíferos, através do bloqueio de enzima HGPT do parasito 

(Soares-Bezerra et al 2004). Os parasitos Leishmania apresentam deficiência de 

enzimas que sintetizam purinas. O alopurinol provavelmente inibe o metabolismo do 

parasito pela competição com o ATP (Van Voorhis 1990). São geralmente 

ineficientes na ausência do antimônio pentavalente (Blum et al 2004); no entanto, 

quando em combinação (alopurinol + antimoniais) a eficácia é aumentada 

(Esfandiarpour & Alavi 2002, Momeni & Aminjavaheri 2003). 

O efeito do alopurinol em promastigotas de L. braziliensis foi relatado por 

Neal, Croft & Nelson,1985. 
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1.6.3 Sitamaquina (WR6026) 

 

A sitamaquina (WR6026), um análogo de piramidina, foi desenvolvida pelo 

Instituto Walter Reed Army, EUA. Sua vantagem consiste em ser um fármaco de via 

de administração oral. A sitamaquina é rapidamente metabolizada, formando desetil 

e derivados 4-CH2OH, os quais podem ser responsáveis por sua atividade (Croft & 

Coombs 2003). O primeiro teste clínico com este fármaco para leishmaniose visceral 

ocorreu no Quênia, sendo empregado em altas doses (1 mg/Kg/dia) por quatro 

semanas. Nesta avaliação, 50% dos pacientes responderam ao tratamento com o 

fármaco (Sherwood et al 1994). 

Alguns estudos clínicos têm mostrado níveis variados de eficácia. No Brasil, 

67% dos pacientes foram curados de L. chagasi, quando tratados com 2 mg/Kg/dia 

durante 28 dias. A metaemglobinemia é um efeito colateral comum e alguns 

pacientes desenvolveram nefropatias (Dietze et al 2001), o que parece ter limitado a 

continuidade de estudos. 

 

1.6.4 Antifúngicos azólicos 

 

Os azólicos ketaconazol, triazol, itraconazol e fluconazol agem em 

Leishmania spp. bloqueando a síntese de ergosterol (Croft & Yarley 2002) e são 

considerados fármacos de segunda escolha para o tratamento das leishmanioses. 

Em um estudo com controle de placebo realizado na Arábia Saudida, 209 

pacientes portadores de leishmaniose cutânea causada por L. major receberam 200 

mg de fluconazol diariamente durante seis semanas. Após três meses do final do 

tratamento, 79% e 34% dos pacientes que receberam fluconazol e placebo 

respectivamente tiveram cura das lesões (Alrajhi et al 2002). 

A avaliação de ketaconazol, fluconazol, itaconazol, terbinafina e metranidazol 

em L. infantum mostrou uma variação na susceptibilidade aos fármacos. Nenhum 

desse azoles foi considerado mais efetivo que a terapia com o antimonito de 

meglumina (Gangneux et al 1999). 

Os efeitos tóxicos mais frequentemente observados para os azoles foram 

náusea e vômito em dosagem superior a 10 mg/Kg/dia (Van Voorhis 1990) 
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1.6.5 Produtos naturais 

 

Muitos grupos de produtos extraídos da natureza têm revelado propriedades 

antiparasitárias com grande eficácia. Entre estes estão os alcalóides derivados de 

plantas, os terpenos e fenólicos (Kayser, Kiderlen & Croft 2003). 

Para o tratamento das leishmanioses, estudos experimentais in vivo e in vitro 

vêm testando compostos naturais em diferentes espécies, obtendo níveis variados 

de sucesso e revelando substâncias que podem vir a ser empregadas futuramente 

no tratamento das leishmanioses (Maes et al 2004, Gupta et al 2002, Alves et al 

2003, Maes et al 2004, Singh et al 2005, Monzote et al 2007). 

É importante lembrar que a maioria dos fármacos sintéticos é derivada de 

produtos naturais.  

 

1.7 Associação de fármacos leishmanicidas 

 

As interações medicamentosas podem ocorrer entre fármacos ou outras 

substânias químicas presentes no ambiente e como decorrência disso, as seguintes 

alternativas podem acontecer: indiferentismo farmacológico, quando cada uma das 

substâncias associadas age independentemente das demais e interações 

farmacológicas, quando um fármaco interfere com os outros, alterando o efeito 

esperado. Se a alteração apresentada for qualitativa, a resposta farmacológica é 

completamente diversa dos efeitos habituais dos medicamentos; se quantitativa, o 

efeito próprio do fármaco pode aumentar (sinergia), diminuir (antagonismo parcial) 

ou cessar (antagonismo total).  

 As sinergias podem ser classificadas em adição (quando os efeitos dos 

fármacos isolados são somados na associação) ou de potencialização (quando o 

efeito resultante é maior do que a simples soma dos efeitos isolados). 

 Tanto sinergia como antagonismo podem ser benéficos, inúteis ou 

prejudiciais. Interações benéficas justificam a utilização de associações 

medicamentosas para aumentar a eficácia (sinergia) ou corrigir algum efeito 

indesejável (antagonismo - efeito corretivo e antidotismo). Interações nocivas 

produzem efeitos adversos (decorrentes da sinergia ou antagonismo) ou diminuem a 

eficácia de um ou de ambos os elementos envolvidos (antagonismo) (Serpa, Castro 

& Teixeira 2004). 
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 A prática de associação de fármacos é bastante usual e pode contribuir para 

aumentar a eficácia do tratamento e evitar e/ou adiar o surgimento de resistência. 

No caso das interações medicamentosas para as doenças infecto-parasitárias, essa 

prática é empregada com sucesso para o tratamento de malária, tuberculose, AIDS, 

bactérias, entre outras. 

 Para as leishmanioses, a Organização Mundial da Saúde preconiza a 

pesquisa que visa medicamentos administrados por via oral ou tópica 

(leishmanioses dermotrópicas), que apresentem esquemas terapêuticos curtos, 

baixa freqüência de efeitos adversos e baixo custo. A combinação de fármacos pode 

constituir alternativa terapêutica relevante para o tratamento das leishmanioses, pelo 

seu potencial de evitar e/ou adiar o surgimento de resistência, potenciar atividade, 

reduzir dose e tempo de tratamento e minimizar efeitos adversos (Croft & Coombs 

2003). Há mais de uma década, alguns estudos sugerem que a associação entre 

fármacos leishmanicidas pode ser benéfica.  

 O isolado M2903 de L. braziliensis é considerado uma cepa naturalmente 

resistente ao ketaconazol. No entanto, foi observado aumento na susceptibilidade de 

promastigotas dessa cepa quando tratada com a combinação de ketaconazol e 

terbinafina (Rangel et al 1996). 

 Gangneux et al (1997) avaliaram a combinação da paromomicina (20 ou 50 

mg/Kg/dia, durante 11 dias) com o Glucantime® (200 mg/Kg/dia, durante 11 dias) 

em camundongos Balb/c infectados com L. infantum e compararam com a 

monoterapia. Houve diminuição da carga parasitária no fígado e baço de animais 

tratados com a paromomicina quando comparada com a do controle não tratado, 

porém, essa redução não foi superior à promovida pela monoterapia do antimoniato 

de meglumina. A combinação dos fármacos, no entanto, resultou em aumento da 

eficácia quando comparada com a obtida com os fármacos isolados, embora esse 

regime de associação não tenha sido capaz de eliminar completamente os parasitos 

do baço e fígado e tenha sido acompanhado de toxicidade para os animais (25% de 

morte). 

 Pacientes colombianos portadores de leishmaniose cutânea foram tratados 

com a formulação de paromomicina e gentamicina, o que resultou em uma taxa de 

cura de 64% após 20 dias de tratamento (Soto et al 2002). 

 A associação do paromomicina com o antimoniato de meglumina para o 

tratamento da leishmaniose cutânea não apresentou benefício quando comparada 

com os resultados obtidos com monoterapia com o antimonial (Soto et al 1998). No 
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entanto, essa mesma combinação se mostrou eficaz para o tratamento da 

leishmaniose visceral na Índia e no Sudão (Bryceson 2001). 

 A avaliação do alopurinol e do Glucantime® isolados e combinados foi 

realizada em pacientes do Iran, com leishmaniose cutânea. Grupos de pacientes 

receberam 15 mg/Kg/dia de alopurinol por via oral por três semanas ou 30 mg/Kg/dia 

de Gluantime® por via intra-muscular por duas semanas ou essas mesmas doses 

em associação. A melhor resposta ao tratamento, considerando-se redução do 

tamanho da lesão em pelo menos 80%, ou eliminação completa, foi obtida para a 

associação alopurinol e Glucantime® (Esfandiarpour & Alavi 2002). 

 A associação alopurinol e antimoniato de meglumina também foi considerada 

eficaz no tratamento de pacientes não saudáveis com leishmaniose cutânea e essa 

terapia foi sugerida para estes casos (Momeni & Aminjavaheri 2003). 

 Em alguns estudos, a associação do fármaco com substância 

imunomoduladora tem mostrado sinergismo. O picrolive, um imunoestimulador e 

hepatoprotetor foi avaliado em hamsters infectados com L. donovani. O 

imunomodulador sozinho (10 mg/Kg) apresentou baixo potencial leishmanicida, no 

entanto, quando associado a baixas doses de miltefosina (25 mg/Kg) apresentou 

aumento na eficácia, de 45 para 86% após sete dias do fim do tratamento e de 32 a 

64%, no 28° dia após o tratamento. O resultado obtido dessa associação foi tão 

expressivo quanto o obtido com a dose curativa de miltefosina (50 mg/Kg) (Gupta et 

al 2005). 

 A combinação do Pentostan com interferon gama (INF- ) tem promovido 

redução nas doses do antimonial, sendo sugerido seu uso como adjuvante no 

tratamento da leishmanise visceral. Na Índia, onde se observam elevados níveis de 

resistência ao Pentostan, essa combinação tem sido limitada (Jha 2006). 

 O estudo de Ménez et al (2006) avaliou a interação entre miltefosina e 

anfotericina B e as conseqüências físico-químicas dessa associação para L.

donovani. A incubação da associação miltefosina e anfotericina B em monocamadas 

de células Caco-2 promoveram fortes interações físico-químicas, como redução da 

permeabilidade celular induzida pela miltefosina, inibição de ambos os fármacos, e 

diminuição no transporte transepitelial de ambos os fármacos, sugerindo que o 

antagonismo entre miltefosina e anfotericina B possa ocorrer após administração. A 

interação in vitro mostrou indiferença na associação entre a miltefosina e a 

anfotericina B. 
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 Sheifert & Croft (2006) obtiveram aumento de atividade de 7,22 vezes, em 

ensaio in vivo com camundongos Balb/c infectados com L. donovani e tratados com 

a associação miltefosina e paromomicina. Esta combinação não promoveu morte 

para os animais e foi considerada mais interessante que a associação entre 

miltefosina e anfotericina B, considerando custo e toxicidade. Nos ensaios in vitro 

em amastigota intracelular foi obtida indiferença nas associações entre miltefosina e 

anfotericina B, sitamaquina e paromomicina e algum sinergismo entre miltefosina e 

estibogluconato de sódio. 

Um estudo realizado em Montes Claros, Minas Gerais, avaliou a eficácia da 

combinação de desoxicolato de anfotericina B (1 mg/Kg/dia) com antimoniato N-metil 

glucamina (20mg Sb5+/Kg/dia) por 7 dias ou 10 dias, em comparação com 

monoterapia de desoxicolato de anfotericina B (1 mg/Kg/dia) por 10 dias. Os índices 

de cura foram de 98,4% (61/62), 98,3% (58/59) e 85% (40/47) respectivamente, 

sugerindo que a combinação de antimonial pentavalente com anfotericina B pode 

ser um esquema bastante promissor para LV no Brasil (Carvalho, 2005). 

 O fator de necrose tumoral (TNF- ) está relacionado à imunopatogênese da 

leishmaniose cutânea, sendo expresso na lesão e encontrado em altos níveis no 

soro desses pacientes com essa doença. A pentoxifilina é uma xantina sintética que 

age inibindo o gene do fator de necrose tumoral (TNF- ) e potencializando a 

expressão da indução de óxido nítrico sintase (INOS), levando a produção de óxido 

nítrico (NO) (Hoebe et al 2001). Dez pacientes com leishmaniose mucosa, 

residentes no município de Corte da Pedra, Bahia foram tratados com 20 mg/Kg/dia 

de antimonial pentavalente e pentoxifilina na dose de 400 mg/Kg, 3 vezes/dia, por 30 

dias. Nove desse pacientes apresentaram completa re-epitelização do tecido da 

mucosa até 90 dias após a terapia e não houve evidências de recidiva até um ano. 

Os autores indicam o uso da associação do antimônio e pentoxifilina para o 

tratamento de pacientes com leishmaniose mucosa refratária ao tratamento 

convencional (Lessa et al 2001).  A eficácia dessa mesma associação em estudo 

controlado também foi confirmada mais recentemente em pacientes com 

leishmaniose mucosa (Machado et al 2007). 

Báfica et al (2003) sugeriram o uso dessa associação pentoxifilina e antimônio 

pentavalente em pacientes brasileiros com leishmaniose cutânea refratário à 

monoterapia com o antimônio. O estudo de Sadeghiam & Nilforoushzadeh (2006) 

também apontou vantagem na associação entre o Glucantime  e pentoxifilina no 
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tratamento da leishmaniose cutânea no Iran e sugerem ainda, que essa combinação 

é mais benéfica do que a monoterapia com o antimônio.  

As associações entre fármacos leishmanicidas parecem favorecer o 

tratamento, potencializando ou reduzindo a dose dos fármacos. Neste cenário, a 

combinação de drogas aponta para uma saída estratégica que atuaria evitando o 

desenvolvimento de resistência e possibilidade de esquemas de curta duração, com 

consequente aumento de aderência, redução de toxicidade e potencial redução de 

custo. 

 Os estudos realizados pelos principais grupos de pesquisadores envolvidos 

com o tema avaliaram principalmente espécies de Leishmania do Velho Mundo. A 

combinação terapêutica entre os fármacos leishmanicidas tem sido proposta e 

recomendada pela OMS, principalmente com o objetivo de prevenir resistências. 

Entretanto, combinações seguras e eficazes devem ser estabelecidas antes de 

serem introduzidas na rotina prática. 

 Assim, a avaliação in vitro da associação do paromomicina com outros 

fármacos foi avaliada neste estudo a fim de fornecer subsídios para orientar as 

combinações terapêuticas para as espécies de Leishmania de importância médica 

no Brasil a serem avaliadas na clínica. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar alternativas terapêuticas para Leishmania de importância nosológica no 

Brasil. 

  

2.2 Objetivos Específicos 

 

- Comparar a atividade leishmanicida em modelos in vitro e in vivo do antimoniato 

pentavalente produzido por Farmanguinhos-Fiocruz com o fármaco referência 

Glucantime®-Aventis. 

 

- Avaliar a atividade da miltefosina sobre as quatro espécies de Leishmania de 

importância médica no país: L. chagasi, L. amazonensis, L. braziliensis e L. 

guyanensis. 

 

- Identificar possiveis associações sinérgicas entre o sulfato de paromomicina e 

outros fármacos com atividade leishmanicida sobre L. braziliensis e L. chagasi, em 

modelo experimental in vitro. 
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3 Metodologia 

3.1 Parasitos e manutenção das cepas 

Este estudo foi conduzido com as cepas de referência das seguintes 

espécies: Leishmania braziliensis, cepa WHO – MHOM/BR/75/M2903, Leishmania 

chagasi, cepa MHOM/BR/70/BH46, L. amazonensis, cepa IFLA/BR/1967/PH-8, L. 

guyanensis cepa MHOM/BR/1997/321-P e L. donovani cepa: MHOM/ET/1967/HU3. 

A caracterização de todas as espécies foi confirmada e todos os isolados encontram 

– se depositados no banco de cepas da Coleção de Leishmania spp. do Centro de 

Referência em Tipagem de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz.  

 As cepas das espécies dermotrópicas L. amazonensis, L. braziliensis e L. 

guyanensis foram mantidas através de passagens mensais e as espécies 

viscerotrópicas L. chagasi e L. donovani, através de passagens bimestrais em 

hamsters (Mesocricetus auratus). Os animais foram mantidos no biotério do Centro 

de Pesquisas René Rachou, de acordo com as normas adotadas pelo National 

Research Council e Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Os 

procedimentos que utilizaram animais (manutenção de cepas de Leishmania, 

retirada de macrófagos e ensaio in vivo) foram submetidos à análise da Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Fundação Oswaldo Cruz e aprovados como 

protocolo P-0321/06 e licença L-0024/8). 

 Para recuperação e isolamento de amastigotas, foram obtidos fragmentos de 

lesões das espécies dermotrópicas e fragmentos de baço das espécies 

viscerotrópicas. Os fragmentos foram mantidos por 24h a 4°C em solução de NaCl 

0,9%, contendo 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina (Gibco 

ref.15140). Os fragmentos foram incluídos em meio de cultura Schneider’s (Sigma 

ref. S9895), esterilizado por filtração em membrana de nylon 0.22µm, suplementado 

com 10% de soro bovino fetal (SBF Gibco ref. 10270-106) inativado a 56°C por 30 

minutos acrescido de 100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina. Essas 

culturas foram mantidas em estufa incubadora BOD (demanda bioquímica de 

oxigênio - FANEN, São Paulo, Brasil) a 26°C por 4 a 7 dias. As culturas dessas 

cepas de parasitos foram repicadas semanalmente nas condições de cultivo 

descritas acima. O número de passagens em meio de cultura variou de quatro a seis 

para as espécies dermotrópicas e até oito para as espécies visceral. 
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3.2 Fármacos 

 

Os compostos leishmanicidas avaliados neste estudo foram: 1) sulfato de 

paromomicina (Antibioticos, Milão – Itália: 779 mg de sulfato de paromicina), 

ressuspendida em água apirogênica e estéril e mantida a -20°C protegido da luz por 

até 15 dias; 2) antimoniato de meglumina - Glucantime® - Aventis (Aventis Pharma 

Ltda, Brasil - lotes: 300063 e 503822), contendo 81 mg/mL de antimônio 

pentavalente (Sbv), mantido ao abrigo da luz em pequenas alíquotas a -20°C, 3) 

miltefosina (Zentaris Inc. EUA) a 30mg, estocado a -20°C;  4) azitromicina 

(Zitromax® IV - Pfizer – Brasil). Cada frasco-ampola de pó para solução para infusão 

intravenosa, contém azitromicina diidratada equivalente a 500 mg de azitromicina. O 

conteúdo do frasco de azitromicina foi reconstituído em 4,8 mL de água para 

obtenção de uma solução de 100mg/mL e mantida em geladeira (2° – 8°C) ao abrigo 

da luz por no máximo sete dias após reconstituição; 5) desoxicolato de anfotericina 

B (anf B) - Anfotericin® (Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Brasil), 50 

mg, reconstituída em 10 mL e mantida sob refrigeração, protegida da luz, sendo 

utilizada até um mês após sua reconstituição, de acordo com as instruções do 

fabricante e 6) quatro lotes de antimoniato de meglumina sintetizados por 

Farmanguinhos - Fiocruz, Brasil, denominados TAM 01/03, TAM 02/03, TAM 03/03 e 

TAM 021/02. Os lotes de TAM (pó) foram estocados em temperatura ambiente até o 

uso, quando foram ressuspendidos em água e aquecidos a 80°C para a 

solubilização e armazenados em temperatura ambiente ao abrigo da luz. 

Todas as subseqüentes diluições empregadas foram preparadas em meio de 

cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St Louis,EUA) no dia do ensaio. 

 

 

3.3 Obtenção de formas amastigota-like de Leishmania  

 

 Promastigotas das espécies L. amazonensis, L. chagasi, L. guyanensis e L. 

braziliensis foram cultivadas em meio Schneider’s, pH 7,2 acrescido de 10% de SBF, 

100U/mL de penicilina e 100µg/mL de estreptomicina e mantidas em estufa BOD a 

26°C até atingirem a fase estacionária de crescimento: 7° dia da curva de 

crescimento para L. amazonensis; 9° dia para L. chagasi e 6° dia da curva de 

crescimento para L. guyanensis e L. braziliensis. Promastigotas de L. donovani 

foram cultivadas em meio Novy, Mc Neal & Nicolle (NNN) bifásico, cuja fase sólida 
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foi constituída por agar sangue com 10% de sangue de coelho e a fase líquida por 

Schneider’s pH 7,2 acrescido de 10% de SBF, 100U/mL de penicilina e 100µg/mL, 

com fase estácionária no 6° dia da cultura. As promastigotas foram centrifugadas a 

1000g durante dez minutos e ressupendidas em meio Schneider’s de acordo com 

Teixeira et al. (2002), com algumas modificações: L. amazonensis 32°C, pH 5,0, 5% 

de SBF por 7 dias; L. chagasi 35°C, pH 7,2, 10% de SBF por 6 dias; L. guyanensis 

32°C, pH 5,0, 5% de SBF por 4 dias e L. braziliensis 32°C, pH 5,0, 5% de SBF por 5 

dias. Os ensaios utilizando L. donovani foram realizados empregando-se a forma 

promastigota na fase estacionária (6° dia).  

 

 

3.4 Ensaio leishmanicida em modelo de cultivo de amastigota-like para L. chagasi e 

L. amazonensis 

 

 Este ensaio foi conduzido para avaliar previamente a atividade leishmanicida 

dos quatro lotes de antimoniato de meglumina (TAMs) sintetizados por 

Farmanguinhos sobre L. chagasi e L. amazonensis.  

Formas amastigota-like foram cultivadas em meio Schneirder’s suplementado, 

nas concentrações de 5x107 parasitas/mL de L. chagasi e 2x107 parasitas/mL de L. 

amazonensis e expostos aos fármacos TAM 01/03, TAM 02/03, TAM 03/03, TAM 

021/02 e Glucantime® (fármaco referência) nas concentrações de Sbv de 5, 10, 50, 

150 e 300 ug/mL e à anf B na concentração de 0,2 µg/mL, que foi empregada como 

fármaco controle. As amostras foram colocadas em placas de cultura de 96 poços 

(Sarsted, USA), em triplicatas e incubadas a 35°C ou 32°C, dependendo da espécie, 

como especificado acima. Após 3 dias, os parasitos presentes em cada poço foram 

contados em câmara de Neubauer . Foram realizados três ensaios em triplicata 

cada um, em dias diferentes. O número de parasitos contados nos poços sem droga 

foi considerado como “100% de parasitos sobreviventes” (parasitos do grupo 

controle). 
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3.5 Avaliação da atividade leishmanicida dos fármacos sobre Leishmania infectando 

macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c.

 

3.5.1 Obtenção dos macrófagos 

 

Camundongos Balb/c machos com peso de aproximadamente 20 gramas 

foram inoculados por via intraperitoneal com 1,5 mL de solução de tioglicolato (3% - 

Biobrás ref. 1131) para estimulação da produção de macrófagos. Após quatro dias, 

os animais foram sacrificados e colocados em recipientes contendo álcool 70% para 

a descontaminação da pele, que foi a seguir aberta para exposição da cavidade 

peritoneal. Para obtenção das células, 5 mL de meio de cultura RPMI 1640 resfriado 

foi injetado na cavidade peritoneal. Em seguida, foi aspirado o conteúdo da cavidade 

peritoneal com seringa de 5 mL e o material foi acondicionado em tubo de 50 mL e 

centrifugado a 300g durante 7 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante 

foi descartado e as células ressuspendidas em meio RPMI 1640 não suplementado. 

A contagem dos macrófagos foi realizada em câmara de Neubauer , utilizando-se 

azul de “Trypan” (Sigma ref. T8154) a 10% para avaliação da viabilidade celular. A 

suspensão de células foi ajustada para 4x105/mL e distribuída em placas para 

cultura de células (Sarsted, TPP®/ Europa) com 24 poços. Ao fundo de cada poço 

foi colocado uma lamínula de vidro circular de 13mm (Glass Técnica/Brasil). As 

células foram deixadas para aderir às lamínulas durante duas horas em estufa a 

37ºC com 5% de CO2. Após este tempo, o meio de cultura foi aspirado e um mL de 

meio RPMI 1640 aquecido (32ºC), suplementado com 10% de SBF, 50 U/mL de 

penicilina e 50 g/mL de estreptomicina foi acrescentado aos poços. As placas 

foram mantidas em estufa a 37ºC com 5% CO2 por 24h. 

 

3.5.2 Infecção de macrófagos e ensaio leishmanicida 

Para a infecção dos macrófagos com as formas amastigota-like foram utilizados 

parasitos das cinco espécies avaliadas. A infecção das células ocorreu na proporção 

de 10 parasitos por macrófago. Foram utilizados 4x105 macrófagos/mL e 4x106 

parasitos/mL, em volume final de 500 l de meio RPMI1640 suplementado e 

aquecido a 32ºC. A infecção ocorreu em 37ºC, com 5% de CO2, durante 4h. Após a 

aspiração do conteúdo de cada poço, foi adicionado um mL de meio RPMI 1640 
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suplementado, aquecido a 32ºC, contendo as diferentes concentrações dos 

compostos avaliados isoladamente. Triplicatas de poços contendo macrófagos 

infectados receberam meios de cultivo sem drogas e nos ensaio onde a anf B não foi 

avaliada, esta foi considerada fármaco controle na concentração de 0,2 µg/mL. Após 

três, cinco ou sete dias de incubação com os fármacos em estufa a 37ºC, 5% CO2, 

as lamínulas foram retiradas dos poços, lavadas em meio RPMI 1640 suplementado, 

em temperatura ambiente, fixadas em metanol e coradas com corante Giemsa 0,7% 

(2 gotas/mL de água tamponada), durante 15 minutos. As lâminas foram observadas 

ao microscópio óptico, com objetiva de imersão (100x). Foram determinados o 

número de macrófagos infectados e o número de amastigotas por 100 macrófagos 

em cada lamínula. A atividade leishmanicida dos fármacos foi avaliada através da 

fórmula: 

   

    I = AT x 100 / AC 

 

I = % de infecção de amastigotas em 100 macrófagos em relação ao controle 

sem drogas 

 AT = número de amastigotas em 100 macrófagos no grupo tratado 

AC = número de amastigotas em 100 macrófagos no grupo não tratado   

(controle) 

 

Três ensaios foram realizados em triplicata. Foram considerados somente os 

ensaios em que os controles atingiram pelo menos 80% de infecção. À partir dos 

valores encontrados, foram determinados as concentrações inibitórias de 50% e 

90% -  CI50/90 de cada fármaco avaliado.  

 

3.6 Ensaio de citotoxicidade da miltefosina para macrófagos murinos  

 

Para estimar a concentração citotóxica de 50% (CC50) da miltefosina sobre os 

macrófagos murinos, foi empregado o método colorimétrico Alamar Blue . 

Camundongos Balb/c machos foram estimulados intra-peritonealmente com 1,5 mL 

de solução de tioglicolato 3%. Após quatro dias, os macrófagos foram recolhidos 

através da lavagem da cavidade peritoneal com meio de cultura RPMI 1640. As 

células foram diluídas a 1x106/mL e colocadas para aderir em placas de cultura de 

96 poços a 1x105 células/poço em estufa a 37°C, 5% CO2. Os macrófagos foram 
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expostos a 10 pontos de diluições seriadas (0,017 a 1000µg/mL) com miltefosina. 

Após 68h de incubação, 10µl de Alamar Blue  foram adicionados em cada poço e 

as placas incubadas por mais 4h. A absorbância a 570 e 600nm foi medida 

simultaneamente. A densidade óptica foi determinada a 570 e 600nm em 

espectofotômetro (BioSource, Inc., EUA). Três ensaios independentes em triplicata 

foram realizados para determinar a concentração citotóxica 50% da miltefosina. A 

densidade óptica na ausência de fármacos foi considerada o controle.  

 

3.7 Determinação in vitro da associação entre o sulfato de paromomicina e outros 

fármacos sobre L. braziliensis e L. chagasi

 

3.7.1 Avaliação do sinergismo  

 

 As interações binárias entre o sulfato de paromomicina e demais fármacos 

(miltefosina, Glucantime®, azitromicina e anf B) foram avaliadas usando o método 

“taxa fixa”, de acordo com Seifert & Croft (2006), modificado. Após os ensaios de 

padronização que possibilitaram a determinação dos  valores das CI50 e os tempos 

ideais de ação dos fármacos, estes foram usados para definir a “concentração-topo” 

de cada fármaco, de modo que o valor da CI50 estivesse próximo do ponto central  

(CI50) dos seis pontos da diluição seriada de duas vezes. A “concentração-topo” de 

cada fármaco foi usada para preparar as soluções taxa-fixa nas razões de 5:0, 4:1, 

3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 da paromomicina e do fármaco associado. À partir dessas 

proporções, foram preparadas soluções seriadas, pela repetição por seis vezes de 

diluições de duas vezes. O ensaio sobre amastigota intra-macrófagos foi conduzido 

conforme descrito nos itens 3.5.1 e 3.5.2. Para as associações que necessitaram de 

mais de três dias de ação dos fármacos, o meio de cultivo foi substituído por novo 

meio contendo as proporções dos fármacos após três dias para os ensaios com 

duração de cinco dias e após três e cinco dias para os ensaios com duração de sete 

dias. A atividade dos fármacos foi determinada através da contagem do número de 

macrófagos infectados e do número de amastigotas por 100 macrófagos em cada 

lamínula, determinando-se o valor do percentual de infecção de amastigotas em100 

macrófagos, em relação ao controle sem drogas (I) e calculando-se os novos valores 

das CI50/90. Foram realizados três ensaios com cada concentração/proporção-fixada, 

em triplicatas. 
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3.7.2 Determinação do índex da concentração fracionada inibitória (CFI)  

 

As concentrações fracionárias inibitórias (CFIs) foram calculadas, utilizando-se a 

seguinte fórmula:  

 

 

 

 

 

 

Após obter as CFIs foi calculado o somatório dessas concentrações, dado por: 

 

 

 

 

As CFIs e o CFIs foram calculados para todas as soluções de proporções fixadas. 

A partir dos valores obtidos da média do CFIs, os seguintes intervalos foram 

usados para classificar a natureza das interações de acordo com Seifert & Croft 

(2006): 

 

CFIs  0,5:  indica sinergismo entre os fármacos associados 

CFIs > 4: indica antagonismo entre os fármacos associados 

0,5  CFIs  4: indica indiferença na associação 

 

3.8 Avaliação in vivo dos lotes de antimoniato de meglumina sintetizados por 

Farmanguinhos (TAMs) em hamsters infectados com L. braziliensis 

 

 Amastigotas de L. braziliensis foram isoladas de fragmentos de lesões 

cutâneas presentes em patas de hamsters previamente infectados. Os fragmentos 

foram removidos, macerados em solução salina 0,9% e quantificados em câmara de 

Neubauer . Cinquenta e quatro hamsters machos (Mesocricetus auratus), pesando 

em média 110 gramas, foram infectados com 8x105/100 µl amastigotas de L.

braziliensis pela via subcutânea, na pata posterior. Cinco dias após a infecção, foi 

iniciado o tratamento dos animais com injeções intramuscular com cada lote das 

TAMs (20 mg/Kg/dia) durante 30 dias consecutivos. Os seguintes grupos foram 

CFIS = CFI da paromomicina + CFI do fármaco associado 

                 CI50/90 da paromomicina em combinação 
CFI da paromomicina =  _____________________________________ 
       

         CI50/90 da paromomicina isolada 
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formados, contendo nove animais cada um: TAM 01/03 (grupo B); TAM 02/03 (grupo 

C); TAM 03/03 (grupo D), TAM 021/02 (grupo E), Glucantiem®-Aventis (fármaco 

referência – grupo F) e grupo controle não-tratado (grupo A), que recebeu injeções 

intramusculares de água estéril. Para avaliar a evolução das lesões, essas foram  

acompanhadas semanalmente por oito semanas, através da medida realizada com 

auxílio de paquímetro. Os animais foram eutanaziados 30 dias após o fim do 

tratamento.  

 

3.9 Análise dos dados 

 

Os dados foram analisados, usando-se os programas de estatística MINITAB 

V. 13.1 e Prisma V. 4.0. A atividade das concentrações dos fármacos foi comparada 

pela análise de variância (ANOVA) ou teste de Kruskal-Wallis, dependendo da 

distribuição das variáveis e as comparações entre os dados foram realizadas através 

dos testes de Dunn’s ou Tukey. Os valores das concentrações inbitórias CI50/90 

foram calculados por análise de regressão linear (MINITAB V. 13.1) quando a 

distribuição dos dados foi normal (método paramétrico) ou interpolação linear 

(Microsoft Office Excel 2003) segundo Huber & Koella, 1993, quando os valores não 

apresentavam distribuição normal (método não paramétrico). 

Nas análises de interpolação linear para cálculo de CI50 foi empregada a 

seguinte equação: 

 

   CI50 = b – 50Ca/b – a + 50 – a Cb/b – a 

 

 b – percentual de redução maior que 50 (mais próximo) 

 a -  percentual de redução menor que 50 (mais próximo) 

 Cb - concentração da droga em b 

 Ca - concentração da droga em a 

 

Observação: os termos a e b na equação referem-se a percentual de redução nos 

ensaios com amastigotas intracelulares. 
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4 Resultados 

 

4.1 Avaliação da atividade biológica do antimoniato pentavalente produzido por 

Farmanguinhos-Fiocruz com o fármaco referência Glucantime®-Aventis. 

 

4.1.2 Atividade leishmanicida dos quatro lotes de TAMs, usando o modelo 

amastigota-like

 

 As atividades dos quatro lotes de TAMs sintetizados por Farmanguinhos-

Fiocruz, (TAM 01/03, TAM 02/03, TAM 03/03 e TAM 021/02), bem como do fármaco 

referência Glucantime®-Aventis, da anfB (fármaco controle) e controle sem adição 

de fármaco sobre formas amastigota-like de L. chagasi e L. amazonensis estão 

apresentadas na Figura 1 
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Figura 1- Atividade do antimoniato de meglumina glucantime®-Aventis (glu®) e dos quatro lotes de 

Farmanguinhos-Fiocruz (TAM 01/03, TAM 02/03, TAM 03/03 e TAM 021/02) contra formas 

amastigota-like de L. chagasi (A) e L. amazonensis (B). Anfotericina B 0,2µg/mL (AmB) foi usada 

como fármaco controle. Os valores apresentam a média  desvio padrão de três ensaios, realizado 

em triplicata e em diferentes dias. Diferenças significativas para L. chagasi foram observadas a 10 

µg/mL: controle sem fármaco x glu® e TAMs (p  0,05); 50 µg/mL e 150 µg/mL: controle sem fármaco 

x glu® e glu® x TAMs (p  0,01); 300 µg/mL: controle sem fármaco x glu® (p  0,01). Para L. 

amazonensis: 50 µg/mL: controle sem fármaco x glu® e TAMs (p  0,05);150 µg/mL: controle sem 

fármaco x glu® e TAMs (p  0,01); 300 µg/mL: controle sem fármaco x glu® (p  0,01). 
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 A atividade do antimoniato de meglumina (Glu® e TAMs) foi detectada para 

concentrações que variaram de 10 µg/mL a 300 µg/mL para L. chagasi (Fig 1A) e de 

50 µg/mL a 300 µg/mL para L. amazonensis (Fig. 1B). Não foi observada diferença 

estatística significativa entre os quatro lotes de TAMs em nenhuma das 

concentrações avaliadas. Na concentração de 300 µg/mL das TAMs foram  

observados apenas fragmentos de amastigotas. O valor médio da inibição de 

parasitos observado para o fármaco controle (amfotericina B - Anf B – 0,2 µg/mL) foi 

de 94,6% para L. chagasi e 80% para L. amazonensis. 

 

4.1.3 Atividade leishmanicida das TAMs, usando o modelo de macrófagos infectados 

por amastigotas 

 

 Macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c foram infectados com formas 

amastigota-like de L. chagasi, L. amazonensis e L. braziliensis e tratados com 

diferentes concentrações de glucantime®-Aventis e o lote TAM 01/03 sintetizado por 

Farmanguinhos-Fiocruz. A tabela 1 apresenta a comparação entre as concentrações 

inibitórias para cada fármaco e espécie de Leishmania. 

 

Tabela 1 - Concentrações inibitórias (CI50) do Glucantime®-Aventis e do antimoniato 

de meglumina (lote TAM 01/03) sintetizado por Farmanguinhos-Fiocruz observadas 

em ensaios de amastigota intracelular para três espécies de Leishmania

 

 

 

 

 

 

 

 

A CI50 obtida para L. chagasi foi de 26,3 µg/mL para TAM 01/03, determinada 

por interpolação linear e de 127,6 µg/mL (IC = 106,7 - 148,9 µg/mL) para 

Glucantime®, determinada por regressão linear (r2 = 75,8%). Esses valores de CI50 

foram estatisticamente diferentes (p = 0,0000), sendo a CI50 da TAM 01/03 mais 

baixa do que a observada para o Glucantime®. Valores de CI50 de 15,4 µg/mL (IC = 

10,1 - 20,7 µg/mL) para TAM 01/03 e 22,9 µg/mL (IC = 18,2 – 27,5 µg/mL) para o 

CI50 - µg/mL  (IC)a 
 

Parasitas Glucantime®-
Aventis 

TAM 01/03 
 

p valor 

L. (L.) chagasi 127,6 (106,2–148,9) 26,3b 0,000 

L. (L.) amazonensis    22,9 (18,2 – 27,5) 15,4 (10,1 – 20,7) 0,092 

L. (V.) braziliensis    24,2 (21,1- 27,4)     12,1 (8,6 – 15,6) 0,021 

a IC = Intervalo de confiança (95%)     b CI50 determinada através de interpolação linear 
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Glucantime® foram determinados para amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis, através de regressão linear (r2 = 67,0% e 83,7% respectivamente), 

não sendo observada diferença estatística significativa entre esses (p = 0,092). Os 

valores da CI50 encontrados para L. (V.) braziliensis foram: 12,1 µg/mL (IC = 8,6 - 

15.6 µg/mL) para TAM 01/03 e 24,2 µg/mL (IC = 21,1 - 27,4 µg/mL) para 

Glucantime®, ambos estimados por regressão linear (r2 = 85,3% e 92,9%). Esses 

valores foram estatisticamente diferentes (p = 0,021), com valores da CI50 mais 

baixos encontrados para TAM 01/03. 

 A comparação das CI50 do Glucantime®-Aventis entre as espécies de 

Leishmania avaliadas mostrou diferença estatística significativa entre L. chagasi e L. 

amazonensis (p  0,01) e entre L. chagasi e L. braziliensis (p  0,01). No entanto, os 

valores das CI50 não foram estatisticamente significativos (p > 0,05) entre L. 

amazonensis e L. braziliensis.  Para TAM 01/03, os valores das CI50 foram similares 

(p = 0,368) entre as três espécies de Leishmania estudadas. A média dos valores da 

inibição de crescimento dos parasitos observados com o fármaco controle (Anf B, 

0,2 µg/mL) foi de 99.7% para L. chagasi, 99,5% para L. amazonensis e 98% para L. 

braziliensis. 

 

 

4.1.4 Atividade leishmanicida in vivo das TAMs e do Glucantime®-Aventis, utilizando 

hamsters infectados com L. braziliensis  

 

 Grupos de hamsters foram infectados com suspensão de amastigotas de L. 

braziliensis e tratados com 20 mg/Kg/dia de cada um dos quatro lotes de TAMs ou 

Glucantime® por 30 dias consecutivos. A evolução das lesões foi acompanhada 

semanalmente por oito semanas, através da medida das mesmas com auxílio de 

paquímetro (Figura 2). 
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Figura 2 - Avaliação da atividade do antimoniato de meglumina em hamsters machos (Mesocrietus 

auratus) infectados com L. braziliensis. Os animais foram tratados via intramuscular com 20 mg 

Sbv/Kg/dia de antimoniato de meglumina (Glucantime® ou TAMs-Farmanguinhos) por 30 dias. As 

barras verticais representam a média e o desvio padrão do tamanho da lesão (diâmetro) de cada 

grupo. As setas indicam o início e o fim do tratamento. A elipse indica a atividade máxima entre os 

grupos tratados e o controle não tratado. Nenhuma diferença estatística foi observada entre os quatro 

lotes de antimoniato de meglumina produzido pro Farmanguinhos e o fármaco referência 

Glucantime®. 

 

 Foram observados nódulos nas patas dos animais, cinco dias após a infecção 

(antes do tratamento), não sendo identificadas diferenças estatísticas significativas 

entre o tamanho desses nódulos entre os grupos (p = 0,854). Após sete dias de 

tratameto, as lesões cutâneas permaneceram similares entre os grupos (p = 0,056). 

No entanto, quatorze dias após o início do tratamento, as lesões do grupo não-

tratado se tornaram maiores quando comparadas com as médias de medida de 

lesão cutânea do grupo de animais que recebeu TAM 02/03 (p  0,05) ou TAM 03/03 

(p  0,05). Nenhuma diferença estatística significativa foi observada entre os quatro 

lotes de TAMs ou entre todos os TAMs e o Glucantime®. Esta situação persistiu até 

o 29º dia de tratamento, quando as lesões foram significativamente maiores no 

grupo não-tratado, comparado com as medidas das lesões do grupo tratado (TAM 

01/03: p = 0,0000; TAM 002/03: p = 0,002; TAM 03/03: p = 0,0000; TAM 021/02: p = 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 7 14 21 29 8(pt) 16(pt) 29(pt)

Dias após o início do tratamento e pós tratamento (pt)

T
am

a
nh

o
 m

éd
io

 d
as

 le
sõ

es
 (

m
m

)

Não tratado TAM 01/03 TAM 02/03

TAM 03/03 TAM 021/02 Glucantime



55

021/02 e Glucantime®: p = 0,0298). As médias das medidas de lesões cutâneas de 

todos os grupos voltaram a aumentar após o fim do tratamento. Diferenças 

estatísticas ainda foram significativas entre o grupo não-tratado, TAM 01/03 e TAM 

03/03, oito e 16 dias após o fim do tratamento (p  0,05; p = 0,0357 e p = 0,0357; p = 

0,0357, respectivamente). Vinte e nove dias após o final do tratamento, as lesões 

haviam aumentando em todos os grupos, mas as diferenças entre os grupos deixou 

de ser significativa (p = 0,157). 

 

 

4.2 Atividade leishmanicida da miltefosina em macrófagos infectados por 

amastigotas de Leishmania  

 

 Macrófagos infectados com amastigotas das espécies avaliadas ou 

promastigotas (L. donovani) foram tratados com diferentes concentrações de 

miltefosina: 8,0 µg/mL a 0,19 µg/mL para L. braziliensis, 10,0 µg/mL a 0,16 µg/mL 

para L. guyanensis e L. chagasi; 5,0 µg/mL a 0,078 µg/mL para L. amazonensis e 

0,5 µg/mL a 0,0039 µg/mL para L. donovani. Estas faixas de variação foram 

definidas através de experimentos prévios e quando disponíveis informações de 

literatura. O resumo dos valores das CI50/90 determinados para todas as espécies 

está apresentado na Tabela 2. 

 

Tabela 2- Concentrações inibitórias (CI50 e CI90) da miltefosina sobre diferentes 

espécies de Leishmania. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parasitos
CI50

g/mL (IC)a
CI90

g/mL (IC)a

L. (L.) chagasi

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) guyanensis

1,82 (0,65 – 3,00)

1,31 (0,75 – 1,89)

2,20 (1,54 – 2,90)

1,64b

a: IC = intervalo de confiança; b: CI50/90 determinados por interpolação linear; 

3,21 (2,19 – 4,24)

6,05b

5,05 (3,27 – 6,82)

5,67 (4,67 – 6,67)

L. (L.) donovani 0,09 (0,03 – 0,14) 0,21 (0,14 – 0,27)

Parasitos
CI50

g/mL (IC)a
CI90

g/mL (IC)a

L. (L.) chagasi

L. (L.) amazonensis

L. (V.) braziliensis

L. (V.) guyanensis

1,82 (0,65 – 3,00)

1,31 (0,75 – 1,89)

2,20 (1,54 – 2,90)

1,64b

a: IC = intervalo de confiança; b: CI50/90 determinados por interpolação linear; 

3,21 (2,19 – 4,24)

6,05b

5,05 (3,27 – 6,82)

5,67 (4,67 – 6,67)

L. (L.) donovani 0,09 (0,03 – 0,14) 0,21 (0,14 – 0,27)
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No modelo de amastigota intracelular para L. chagasi, a CI50 de miltefosina foi 

de 1,82µg/mL (CI = 0,65 µg/mL - 3,00 µg/mL) e CI90 5,05 µg/mL (IC = 3,27 µg/mL - 

6,82 µg/mL), determinadas por regressão linear (r2 = 71,3%). A atividade da 

miltefosina sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis foi de 1,31 µg/mL (IC 

= 0,75 µg/mL - 1,89 µg/mL) e CI90 de 3,21 µg/mL (IC = 2,19 µg/mL - 4,24 µg/mL), 

determinada por regressão linear (r2 = 79,8%). A CI50 de 2,20 µg/mL (IC = 1,54 

µg/mL - 2,90 µg/mL) e CI90 de 5,67 µg/mL (IC = 4,67 µg/mL - 6,67 µg/mL) foi 

determinada para L. braziliensis por regressão linear (r2 = 76,5%). Para L. 

guyanensis os valores foram 1,64 µg/mL (CI50) e 6,05 µg/mL (CI90) determinados por 

interpolação linear. Não foi observada nenhuma diferença estatísticamente 

significativa (ANOVA) entre os valores das CIs (p = 0,295) das espécies de 

Leishmania de importância médica no Brasil. Para L. donovani os valores das CI50 e 

CI90 foram de 0,09 µg/mL (IC = 0,03 µg/mL– 0,14 µg/mL) and 0,21 µg/mL (IC = 0,14 

µg/mL–0,27 µg/mL) respectivamente, determinados por regressão linear (r2 = 

68,2%). Esses valores de CI determinados para a espécie do Velho Mundo L. 

donovani foram estatísticamente diferentes (ANOVA) daqueles encontrados para as 

demais espécies (p = 0,03)  

A concentração citotóxica 50% (CC50) da miltefosine sobre macrófagos 

murinos, determinada através da técnica colorimétrica por Alamar Blue  foi de 37,8 

µg/mL. Este valor foi aproximadamente 21 vezes maior que a maior CI50 

determinada para a atividade da miltefosina sobre as espécies de Leishmania 

avaliadas neste estudo. 

 

4.3 Associação in vitro da paromomicina e outros fármacos sobre amastigotas 

intracelular de macrófagos peritoneais 

 

4.3.1 Concentrações inibitórias de 50% e 90% determinados para os fármacos 

avaliados isoladamente 

 

 Macrófagos peritoneais estimulados de camundongos Balb/c foram infectados 

com formas amastigota-like de L. braziliensis e L. chagasi e expostos a variadas 

concentrações de paromomicina, anfotericina B, azitromicina, Glucantime®-Aventis 

e miltefosina durante 3, 5 e 7 dias. Os valores das CI50/90 em cada tempo avaliado e 

a comparação entre esses tempos estão apresentados na Tabela 3. 
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Os resultados da Tabela 3 permitiram eleger os melhores tempos de ação dos 

fármacos para cada espécie e os valores das CI50/90 que foram utilizados como 

referência nos ensaios de associação. A escolha do tempo ótimo de ação dos 

fármacos se deu através da análise das diferenças estatísticas apontadas na tabela 

de p valores (Tabela 3), de modo a estabelecer o tempo comum para os dois 

fármacos associados, sem prejuízo para a ação de um ou outro. Quando não houve 

diferença estatísticamente significativa entre os tempos, foi adotado o menor tempo 

de ação dos fármacos. Assim, foram empregados os seguintes valores de CI50 e 

tempos de ação dos fármacos para as associações nos ensaios de L. braziliensis: 

143,8 µg/mL (PA) + 21,7 µg/mL (Glu) - 7 dias; 143,8 µg/mL (PA) + 0,3 µg/mL (Milt) - 

7 dias; 212,0 µg/mL (PA) + 0,04 µg/mL (anf B) - 3 dias e 212,0 µg/mL (PA) + 4,25 

µg/mL (azi) - 3 dias. Para L. chagasi: 39,6 µg/mL (PA) + 136,7 µg/mL (Glu); 39,6 

µg/mL (PA) + 2,8 µg/mL (Milt); 39,6 µg/mL (PA) + 0,03 µg/mL (anf B) e 39,6 µg/mL 

(PA) + 7,3 µg/mL (Azi). O tempo de ação dos fármacos nos ensaios de todas as 

associações para L. chagasi foi de 5 dias.  

 

4.3.2 Associações in vitro dos fármacos contra amastigotas intracelulares em 

macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c 

 

 As associações in vitro foram avaliadas usando o método modificado de taxa 

fixa, e os dados foram analisados a nível das novas CI50 e CI90 obtidas. As Tabelas 4 

e 5 apresentam os novos valores das CI50 e CI90 encontrados nas associações entre 

a paromomicina e demais fármacos leishmanicidas para L. braziliensis e L. chagasi, 

respectivamente. 
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Tabela 4- Valores das CI de 50% e 90% e seus respectivos intervalos do confiança 

(entre parênteses) obtidos para cada proporção entre a associação da 

paromomicina e outros fármacos para L. braziliensis

CI50 CI90 CI50 CI90 Proporções 
Paromomicina Anfotericina B 

5:0 ND 414,2 (385,4 – 
443,1) 

---- ---- 

4:1 9,6 (7,1 – 12,4) 381,9 (352,8 – 
421,0) 

0,0004 (0,0002 
– 0,0006) 

0,0182 (0,0133 
– 0,0227) 

3:2 14,5 (10,9 – 
17,9) 

298,0 (235,2 – 
330,7) 

0,0018 (0,0013 
– 0,0027) 

0,0375 (0,0296 
– 0,0454) 

2:3 1,7 (1,1 – 3,8) 181,4 (137,5 – 
225,4) 

0,0005 (0,0004 
– 0,0008) 

0,0513 (0,0389 
– 0,0638) 

1:4 8,7(5,6 – 12,0) 86,8 (64,6 – 
98,9) 

0,0066 (0,0032 
– 0,0104) 

0,0655 (0,0488 
– 0,0823) 

0:5 ---- ---- 0,0192 (0,0087 
– 0,0222) 

0,0768 (0,0541 
– 0,0996) 

 Paromomicina Glucantime® 
5:0 21,3* 60,9* ---- ---- 

 
4:1 ND 151,6 (121,6 – 

171,6) 
ND 5,7 (3,3 – 8,1) 

 
3:2 12,7* 40,7* 1,3* 4,1* 

 
2:3 10,2* 48,6* 2,3* 10,9* 

 
1:4 15,5 (9,1 – 26,0) 58,1 (37,2 – 

78,9) 
9,3 (5,7 – 12,3) 35,0 (28,4 – 

41,7) 
0:5 ---- ---- 27,4 (22,2 – 

31,7) 
64,2 (58,4 – 

72,9) 
 Paromomicina Azitromicina 

5:0 69,1 (56,6 – 
74,8) 

537,1 (492,4 – 
591,8) 

---- ---- 

4:1 67,3 (52,5 – 
77,1) 

478,2 (422,4 – 
524,0) 

0,3 (0,26 – 0,44) 2,4 (1,6 – 3,2) 

3:2 114,7 (98,4 – 
131,1) 

407,5 (388,8 – 
439,2) 

1,5 (0,9 – 2,2) 5,5 (4,1 – 6,8) 

2:3 76,9 (63,3 – 
90,5) 

305,1 (294,6 – 
365,2) 

2,3 (1,0 – 3,6) 9,2 (6,5 – 11,9) 

1:4 39,9 (28,9 – 
46,8) 

164,9 (146,7 – 
193,0) 

3,2 (2,5 – 4,9) 13,2 (9,4 – 16,1)

0:5 ---- ---- 7,8 (5,1 – 10,5) 18,4 (12,8 – 
24,1) 

 Paromomicina Miltefosina 
5:0 ND 39,1* ---- ---- 
4:1 ND 47,6 ND 0,2* 
3:2 18,6* 31,2* 0,3* 0,4* 
2:3 ND 35,9* ND 1,1* 
1:4 11,3* 23,5* 0,9 1,9* 
0:5 ---- ---- 3,5 (2,2 – 4,8) 8,1 (5,6 – 10,6) 

ND = não determinado (os valores obtidos não atingiram a CI)  * CI determinadas atravéz de 
Interpolação linear 
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Tabela 5- Valores das CI de 50% e 90% e seus respectivos intervalos do confiança 

(entre parênteses) obtidos para cada proporção entre a associação da 

paromomicina e outros fármacos para L. chagasi

CI50 CI90 CI50 CI90 Proporções 
Paromomicina Anfotericina B 

5:0 30,8 (21,1 – 
40,4) 

86,0 (51,4 – 
100,7) 

---- ---- 

4:1 ND 66,8 (50,9 – 
82,4) 

ND 0,013 (0,009 – 
0,016) 

3:2 5,3* 18,8* 0,0019* 0,01* 
 

2:3 
 

ND 
28,1(16,6 – 

39,4) 
ND 

0,032 (0,019 – 
0,045) 

1:4 ND 6,2* ND 
0,019* 

 
0:5 

 
---- ---- ND 0,02* 

 Paromomicina Glucantime® 
5:0 21,4 (15,1 – 

32,9) 
87,2 (53,8 – 

92,5) 
---- ---- 

4:1 
 

8,8* 56,2* 7,6* 48,5* 

3:2 ND 36,7* ND 84,2* 
 

2:3 5,5* 26,8* 28,6* 138,9* 
 

1:4 6,9 (3,9 – 11,9) 17,9 (11,7 – 
24,0) 

96,7 (77,9 – 
125,6) 

246,8 (211,6 – 
282,1) 

0:5 ---- ---- 83,1 (68,8 – 
105,9) 

317,6 (271,2 – 
334,0) 

 Paromomicina Azitromicina 
5:0 24,6 (19,5 – 

39,6) 
94,7 (65,1 – 

124,3) 
---- ---- 

4:1 16,1(11,4 – 
27,5) 

79,9 (50,3 – 
99,6) 

0,7 (0,4 – 1,9) 3,7 (2,3 – 5,1) 

3:2 7,9 (4,5 – 15,3) 63,4 (42,8 – 
83,9) 

0,9 (0,4 – 1,9) 7,8 (5,3 – 10,3) 

2:3 13,2 (8,6 – 19,7) 43,2 (35,1 – 
51,4) 

3,7 (2,0 – 5,8) 11,9 (6,9 – 16,9)

1:4 
 

1,9* 30,2* 1,5* 24,7* 

0:5 
 

---- ---- 4,4* ND 

 Paromomicina Miltefosina 
5:0 9,0 (5,8 – 11,8) 40,3 (35,3 – 

52,2) 
---- ---- 

4:1 2,1* 11,2* 0,04* 0,20* 
3:2 ND 4,8* ND 0,23* 
2:3 ND 2,3 ND 0,16* 
1:4 ND 0,4 (0,4 – 0,6) ND 0,13 (0,11 – 

0,15) 
0:5 ---- ---- ND 0,25 (0,22 – 

0,28) 
ND = não determinado (os valores obtidos não atingiram a CI)  * CI determinadas atravéz de 
Interpolação linear 



61

 As concentrações resultantes a partir da determinação das concentrações 

topo e das seis diluições seriadas que permitiram determinar as CI50/90 apresentadas 

nas Tabelas 4 e 5, se encontram nos anexos 1 e 2.  

A partir dessas novas CIs foram calculadas as concentrações fracionadas 

inibitórias (CFI), e da relação da média do somatório dessas CFI ( CFI) pelo número 

de proporções associadas (4:1, 3:2, 2:3, 1:4) foi determinada a natureza de cada 

associação. O resultado da média do CFI e a classificação da natureza das 

associações entre a paromomicina e outros fármacos leishmanicidas avaliados para 

L.  braziliensis e L.  chagasi estão apresentados nas Tabelas 6 e 7. 

 

 

Tabela 6- Média do CIFs e avaliação da natureza das interações entre 

paromomicina (PA) e outros fármacos (anfotericina B – Anf B, Glucantime – Glu, 

azitromicina – Azi e miltefosina – Milt) em L. braziliensis 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Associações Média CIF ± DP
CI50

Média CIF ± DP
CI90

Avaliação

PA + Anf B

PA + Glu

PA + Azi

PA + Milt

0,100 ± 0,080

0,287 ± 0,218

0,782 ± 0,263

1,358 ± 1,520

0,945 ± 0,121

0,487 ± 0,249

1,279 ± 0,139

1,142 ± 0,808

SIN - IND

S IN - S IN

IND -IND

IND- IND

DP = desvio padrão     CIF = CIF PA + CIF outro fármaco
S IN = sinergismo IND = indiferença ANT = antagonismo

Associações Média CIF ± DP
CI50

Média CIF ± DP
CI90

Avaliação

PA + Anf B

PA + Glu

PA + Azi

PA + Milt

0,100 ± 0,080

0,287 ± 0,218

0,782 ± 0,263

1,358 ± 1,520

0,945 ± 0,121

0,487 ± 0,249

1,279 ± 0,139

1,142 ± 0,808

SIN - IND

S IN - S IN

IND -IND

IND- IND

DP = desvio padrão     CIF = CIF PA + CIF outro fármaco
S IN = sinergismo IND = indiferença ANT = antagonismo
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Tabela 7- Média do CIFs e avaliação da natureza das interações entre 

paromomicina (PA) e outros fármacos (anfotericina B – Anf B, Glucantime – Glu, 

azitromicina – Azi e miltefosina – Milt) em L. chagasi

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 As interações foram classificadas como sinérgicas quando a média do CIF 

foi  0,5; como antagônicas quando a média do CIF foi > 4 e indiferente quando a 

média do CIF foi > 0,5 e  4. A associação do paromomicina com a anf B foi 

considerada sinérgica no CIF da CI50 com a média desse CIF de 0,100 (DP = 

0,080) a indiferente no CIF da CI90 com a média do CIF de 0,945 (DP = 0,121) 

para L. braziliensis; já para L. (L.) chagasi, a natureza dessa mesma associação foi 

considerada sinérgica em ambas os CIF da CI50 e CI90 [ CIF = 0,197 ; CIF = 

0,464 (DP = 0,202). No entanto, a avaliação do CIF da CI50 de L. (L.) chagasi 

considerou apenas o resultado obtido para a proporção 3:2 (PA:Anf B), uma vez que 

para as outras proporções, os valores obtidos do percentual de amastigotas/ 100 

macrófagos ficaram abaixo da CI50 (ver Tabela 5). Na associação entre a 

paromomicina e o Glucantime  foi obtido sinergismo para L. braziliensis [ CIF = 

0,287 (DP = 0,218) – IC50 e CIF = 0,2487 (DP = 0,249) – IC90] e para L. chagasi a 

natureza da associação foi considerada indiferente para as concentrações inibitórias 

de 50% e 90% [ CIF  = 0,503 (DP = 0,330) e CIF = 0,665 (DP = 0,194)]. A 

associação da paromomicina com a azitromicina foi avaliada em indiferente para L. 

braziliensis [ CIF = 0,782 (DP = 0,263) – IC50 e CIF = 1,279 (DP = 0,139) e 

sinérgica [ CIF  = 0,479 (DP = 0,262) – IC50] a indiferente [ CIF = 0,884 (DP = 

0,260) – IC90] para L. chagasi. Finalmente, para a associação entre paromomicina e 

miltefosina, a classificação foi indiferente para L. braziliensis [ CIF = 1,358 (DP = 

Associações Média CIF ± DP
CI50

Média CIF ± DP
CI90

Avaliação

PA + Anf B

PA + Glu

PA + Azi

PA + Milt

0,197(*) ± ND

0,503 ± 0,330

0,479 ± 0,262

ND

0,464 ± 0,202

0,665 ± 0,194

0,884± 0,260

0,064 ± 0,038

S IN - S IN

IND - IND

SIN(**)

S IN- IND

DP = desvio padrão    CIF = CIF PA + CIF outro fármaco    ND =  não determinado    S IN = sinergismo
IND = indiferença        ANT = antagonismo   (*) = considerando apenas a proporção 3 : 2 (PA : Anf B)
(**) = considerando apenas a avaliação pelo IC90

Associações Média CIF ± DP
CI50

Média CIF ± DP
CI90

Avaliação

PA + Anf B

PA + Glu

PA + Azi

PA + Milt

0,197(*) ± ND

0,503 ± 0,330

0,479 ± 0,262

ND

0,464 ± 0,202

0,665 ± 0,194

0,884± 0,260

0,064 ± 0,038

S IN - S IN

IND - IND

SIN(**)

S IN- IND

DP = desvio padrão    CIF = CIF PA + CIF outro fármaco    ND =  não determinado    S IN = sinergismo
IND = indiferença        ANT = antagonismo   (*) = considerando apenas a proporção 3 : 2 (PA : Anf B)
(**) = considerando apenas a avaliação pelo IC90
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1,520) – IC50 e CIF = 1,142 (DP = 0,808) e sinérgica para L. chagasi, considerando-

se os resultados da média do CIF obtidos para os valores da CI90. Os valores 

obtidos para o percentual de amastigotas/100 macrófagos ficaram abaixo da CI50 

para essa associação (Tabela 5). 
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5 Discussão 

 

5.1 Atividade in vitro e in vivo do antimoniato de meglumina sintetizado por 

Farmanguinhos-Fiocruz, Brasil, contra Leishmania amazonensis, L. chagasi e L. 

braziliensis 

 

 Este trabalho avaliou alternativas para o tratamento das Leishmania de 

importância médica no Brasil. 

 Apesar da toxicidade dos sais de antimônio pentavalente, estes permanecem 

como fármacos de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses em muitos 

países, devido a sua eficácia e custo relativamente baixo, quando comparado com 

alternativas terapêuticas disponíveis. 

 Os quatro lotes de antimoniato de meglumina (TAM 01/03, TAM 02/03, TAM 

03/03 e TAM 021/02) foram preparados no Laboratório de Pesquisa e 

Desenvolvimento de Farmanguinhos-Fiocruz, Rio de Janeiro. O processo dessa 

síntese foi iniciado usando N-metilglucamina em dietilamina aquosa, na presença de 

pentacloreto de antimônio. O composto foi então precipitado pela adição suficiente 

de etanol. Esse procedimento constituiu uma síntese alternativa de antimoniato de 

meglumina. 

 No primeiro momento, foi realizada a comparação dos quatro lotes de 

meglumina-Farmanguinhos com o fármaco referência Glucantime®-Aventis. Devido 

à simplicidade o ensaio de amastigota-like e também por que o ensaio dispensa o 

uso de animais, este modelo foi escolhido para essa avaliação inicial. Como esse 

modelo mostrou que os quatro lotes apresentavam atividade in vitro semelhante, 

somente um dos lotes (TAM 01/03) foi testado em ensaio de macrófagos para 

determinação das CI50. 

 A utilização das formas amastigotas e não de promastigotas nos ensaios 

axênicos, foi escolhida por esta forma representar o estágio mais relevante na 

infecção. Promastigotas e amastigotas se diferem nos parâmetros bioenergéticos, 

incluindo a utilização de ácidos graxos e oxidação de enzima de ácidos graxos, 

enzimas glicolíticas e glicossomos. Em amastigotas, a expressão de genes e a 

fosforilação de proteínas são reguladas, assim com as proteinases, nucleases e a 

expressão de proteínas de membrana, incluindo gp63, LPG e metaloproteinases. 

Assim, a susceptibilidade a drogas em modelos que utilizam amastigotas e 

promastigotas pode ser diferente (Callahan et al 1997).  
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 As formas amastigotas axênicas são morfológica e bioquimicamente 

semelhantes às amastigotas obtidas de lesões (Pane et al 1993). Os testes 

realizados para a obtenção das condições ideais de transformação de formas 

amastigota-like obtidas para este estudo partiram do trabalho de Teixeira et al 

(2002). No entanto, foram necessárias algumas modificações dos protocolos deste 

estudo para duas das três espécies avaliadas (L. amazonensis e L. braziliensis), 

para se atingir as condições ótimas de obtenção das amastigota-like. Para a espécie 

L. chagasi, não foram necessárias adaptações. 

 De acordo com Gupta (2001), alguns critérios devem ser avaliados para 

caracterização das formas amastigotas obtidas em culturas axênicas, entre eles, 

morfologia, infectividade in vivo e in vitro, virulência e transformação cíclica. As 

amastigota-like obtidas neste trabalho infectam macrófagos em percentual elevado. 

Observamos que a infectividade in vitro em modelo de macrófagos murinos foi maior 

do que aquela obtida com formas promastigotas. Debrabant et al. (2004) também 

observaram que macrófagos infectados com amastigotas axências de L. donovani 

apresentavam maior carga parasitária que aqueles expostos a promastigotas. 

Quando hamsters (Mesocricetus auratus) foram inoculados na pata com amastigotas 

axênicas de L. amazonensis e L. braziliensis obtidas no Laboratório de Pesquisas 

Clínicas do Centro de Pesquisas René Rachou, a infecção foi estabelecida. Em 

microscopia de luz, foi possível acompanhar a transformação gradativa das formas 

promastigotas flageladas de todas as espécies estudadas em formas típicas de 

amastigotas aflageladas até obtenção de uma população homogênea. Além disso, 

quando as formas transformadas foram submetidas a condições de cultivo de 

promastigotas, elas foram capazes de reverter para essa forma flagelada.  

 Nos ensaios de amastigotas intracelulares, três espécies - L. chagasi, L. 

amazonensis e L. braziliensis - foram avaliadas e o valor da CI50 obtidos (Tabela 1) 

ficaram abaixo da CI50 tóxica para macrófagos, que foi maior do que 300 µg/mL para 

cada um dos quatro lotes. 

 A comparação das CI50 de Glucantime®-Aventis entre as leishmanias 

avaliadas apresentou diferenças estatísticamente significativas entre as espécies 

causadoras de leishmaniose tegumentar - L. amazonensis e L. braziliensis e visceral 

- L. chagasi, mas não entre as duas espécies causadoras de leishmaniose 

tegumentar. No entanto, para os valores de CI50 determinados para a TAM 01/03 

não houve diferença de atividade entre as espécies dermotrópicas e a L. chagasi 

(Tabela 1). Na comparação dos valores de CI50 determinados para Glucantime®-
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Aventis e TAM 01/03, diferenças estatísticas foram observadas entre L. chagasi e L. 

braziliensis, sendo os menores valores obtidos quando os parasitos foram expostos 

a TAM 01/03. 

 O Glucantime®-Aventis foi testado na sua formulação comercial, que contém 

(cada ampola de 5 mL) antimoniato de N-metilglucamina em veículo constituído de 

metabissulfato de potássio, sulfito de sódio e água. Já na formulação do insumo 

farmacêutico ativo (IFA) de Farmanguinhos, não havia veículo ou preservante. O 

composto foi solubilizado em água, em banho maria (ver metodologia item 3.2). 

Pode ser que o veículo do Glucantime®-Aventis em interação com as propriedades 

intrínsecas dos parasitos de cada espécie tenha promovido essa diferença. 

Infelizmente, a Aventis não forneceu o veículo e/ou antimoniato de N-metilglucamina 

sem aditivos para que pudéssemos avaliar esssa possibilidade. O preservativo do 

Penstostan®, o 4-cloro-3-metilfenol (clorocresol) interfere na ação deste fármaco em 

ensaios de promastigota e amastigotas intracelulares (Roberts & Rainey 1993, 

Ephros, Waldmann & Zilberstein 1997).  

 O desenvolvimento de fármacos genéricos como alternativa para o tratamento 

das doenças negligenciadas é uma das táticas para programas de controle de 

doenças. O preço e a sustentabilidade da produção de fármacos são pontos-chave, 

que podem facilitar as estratégias de controle ou ainda, colocar em risco a vida dos 

pacientes. Além disso, a qualidade do fármaco precisa ser cuidadosamente 

avaliada, principalmente a grande variação de qualidade e concentração de 

antimônio pentavalente observada ter em diferentes lotes. É importante notar que a 

atividade obtida com os quatro lotes de antimoniato sintetizados por Farmanguinhos 

foi reprodutível.  

 Em 2002, o Ministério da Saúde brasileiro recebeu notificação de centro de 

saúde pública da elevada freqüência de efeitos adversos relatados por pacientes 

que foram tratados com o antimoniato de meglumina produzido pela Eurofarma. A 

investigação epidemiológica e clínica levou à análise físico - química dos lotes que 

resultou na detecção de metais pesados (Silva Junior 2001). Romero et al (2003) 

também relataram elevada freqüência de reações na pele de pacientes tratados com 

determinados lotes de antimoniato de meglumina, que continham níveis elevados de 

metais pesados. 

 O tamanho das lesões de hamsters infectados com L. braziliensis foi 

significativamente reduzido pelo tratamento com as TAMs e com o Glucantime®-

Aventis (Figura 3), mas estes fármacos, na dose de 20 mg/Kd/dia de Sbv foram 
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incapazes de eliminar a lesão, embora estas tenham se tornado significativamente 

menores do que as lesões dos animais do grupo controle não tratado. Neste 

trabalho, a carga parasitária não foi avaliada, mas estudos prévios mostraram que o 

antimoniato de meglumina não elimina totalmente as leishmanias de hamsters 

dourados infectados com L. panamensis tratados com 20 ou 40 mg/Kg/dia durante 

20 dias (Travi, Martinez & Zea 1993).  

 Os resultados in vitro e in vivo mostraram que as TAMs foram tão ativas 

quanto o fármaco referência Glucantime®-Aventis contra as espécies de Leishmania 

de importância médica no país. No entanto, outras etapas são necessárias para 

completar o desenvolvimento de um fármaco genérico. Cabral et al (2008), 

promoveram mudanças na síntese de antimoniato de meglumina, que levaram à 

formulação de um composto estável e com aumento no percentual de SbIII, 

considerado ser a forma ativa dos antimoniais (Sereno et al 1997, Miekeley et al 

2002). 

 Qualidade no controle da produção de lotes, análises químicas e estudo de 

bioequivalência poderão ser suficientes para a recomendação de um produto 

genérico, assim como o baixo custo em relação à alternativa de marca registrada. 

Estudos clínicos para assegurar a eficácia e segurança do antimoniato de 

meglumina sintetizado por Farmanguinhos poderão complementar a análise 

realizada neste estudo. 

  

5.2 Atividade in vitro da miltefosina contra L. amazonensis, L. chagasi, L. braziliensis 

e L. guyanensis 

 

A utilização da mitefosina no tratamento das leishmanioses trouxe entusiasmo 

para a comunidade científica, uma vez que se trata de um fármaco eficaz para essas 

doenças e que tem via de administração oral. Este fármaco surgiu como alternativa 

e hoje está licenciado na Índia para o tratamento da leishmaniose visceral. 

 A atividade e propriedade da miltefosina foram bem estudadas para as 

espécies de Leishmania do Velho Mundo, principalmente em L. donovani. Para as 

espécies ou cepas do Novo Mundo, inclusive Brasil, as informações são limitadas. 

 Assim, a atividade da miltefosina foi avaliada para as espécies de Leishmania 

causadoras de leishmaniose tegumentar e visceral de maior impacto médico no 

Brasil: L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L. chagasi (Tabela 2). 
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 A CC50 da miltefosina (37,8 µg/mL) para os macrófagos murinos foi 

aproximadamente seis vezes maior do que a determinada para a maior CI (CI90 = 

6,05 µg/mL - L. guyanensis). Este resultado está de acordo com o observado por 

Yardley et al (2005) que encontraram ser > 30 µg/mL. 

 Yardley et al (2005) foram os primeiros a comparar a atividade da miltefosina 

em isolados de pacientes infectados com espécies de Leishmania do Velho e Novo 

Mundo. Os autores encontraram uma variação significativa na sensibilidade da 

miltefosina entre as espécies prevalentes no Peru, que tiveram as concentrações 

efetivas de 50% (CE50) variando: > 30 µg/mL a 21,3 µg/mL para isolados de L. 

braziliensis, > 30 µg/mL a 8,4 µg/mL para isolados de L. guyanensis, > 3,4 µg/mL a 

1,9 µg/mL para L. lainsoni e > 30 µg/mL para L. mexicana. Os isolados de L. 

braziliensis e L. guyanensis foram considerados resistentes à miltefosina. Para a 

cepa de L. braziliensis (M 2930) avaliada nesta tese, o valor da CI50 ficou muito 

abaixo (CI50 = 2,2 µg/mL) do encontrado para as diferentes cepas da mesma 

espécie, já para L. guyanensis os valores ficaram mais próximos (CI50 = 1,64 µg/mL).  

O estudo que avaliou a eficácia da miltefosina em pacientes com 

leishmaniose cutânea mostrou que o tratamento com este fármaco obteve sucesso 

para os casos de leishmaniose por L. panamensis na Colômbia, mas não para 

leishmaniose devido a L. braziliensis na Guatemala (Soto et al 2004). 

Para os isolados de L. donovani provenientes do Nepal, no estudo de Yardley 

et al 2005, foi registrada uma variação na sensibilidade a miltefosina da ordem de 

0,04 µg/mL a 8,0 µg/mL e um único isolado apresentou DE50 > 30 µg/mL. Para a 

cepa controle de L. donovani (HU3), o valor da DE50 foi de 8,7 µg/mL contrastando 

com o achado da presebte tese que determinou sensibilidade aproximadamente 100 

vezes menor (IC50 = 0,09 µg/mL) para esta mesma cepa (Tabela 2). 

No trabalho de Yardley et al (2005) as cepas foram mantidas em condições 

diferentes das adotadas neste estudo. Há algumas evidências de que o tipo de meio 

de cultivo pode afetar a infectividade do parasito (Dey et al 2002). 

Escobar et al 2002 observaram variação na sensibilidade de diferentes 

espécies de Leishmania para a miltefosina em modelo in vitro, sendo obtida a 

seguinte ordem de sensibilidade: L. donovani > L. aethiopica > L. tropica > L. 

mexicana > L. panamensis > L. major. 

Diferentemente dos achados da literatura, não foi obtida diferença 

estatísticamente significativa (p = 0,295) entre as espécies prevalentes no Brasil 

para a sensibilidade a miltefosina, porém entre L. donovani e L. chagasi, essa 
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diferença foi evidenciada (p = 0,03). A comparação das CI entre as cepas 

causadoras da leishmaniose visceral mostra que foi necessária uma concentração 

aproximadamente 20 vezes maior de miltefosina para atingir a CI50 ou CI90 de L. 

chagasi (CI50 = 1,82 µg/mL; CI90 = 5,05 µg/mL) em relação a L. donovani (CI50 = 0,09 

µg/mL; CI90 = 0,21 µg/mL).  

Os estudos que avaliaram a sensibilidade da L. donovani têm mostrado se 

tratar da espécie mais sensível à miltefosina, com CI50 variando entre 1,2 a 4,6 µM 

em ensaios de amastigota (Escobar et al 2002). Os trabalhos mostram também uma 

grande variação na sensibilidade do fármaco entre diferentes cepas dessa espécie 

(Yardley et al 2005). 

Taxas de cura da ordem de 95% e 94% foram obtidas em pacientes com 

calazar na Índia, após administração oral da miltefosina em estudos de fase II e III. 

Um estudo recente comparou a eficácia da miltefosina oral no tratamento da 

leishmaniose experimental causada por L. amazonensis com o antimoniato de N-

metil glucamina (Glucantime®). Na pesquisa de amastigota em esfregaços de lesão, 

os animais tratados com miltefosina apresentaram todos os resultados negativos, já 

o grupo tratado com Glucantime apresentou positividade parasitológica. A cultura 

para leishmânia foi negativa para os animais tratados com miltefosina, mas todas 

foram positivas para o grupo tratado com antimonial e no ensaio de diluição 

limitante, não houve crescimento de parasitos para ambos os grupos. No entanto, a 

morte de cinco animais em um grupo de 15 ocorreu no grupo miltefosina o que foi 

atribuído ao processo de gavagem na administração oral do fármaco. O trabalho 

concluiu que a miltefosina apresentou atividade semelhante, senão maior que 

Glucantime no tratamento da leishmaniose cutânea experimental causada por esta 

espécie (Costa Filho et al 2008). 

A variação da resposta clínica aos fármacos leishmanicidas é um problema 

persistente na terapêutica das leishmanioses. Os ensaios de avaliação da 

sensibilidade da miltefosina em espécies brasileiras indicam um comportamento 

homogêneo na sensibilidade para a miltefosina, fica então a expectativa da 

associação entre este fármaco e outros leishmanicidas. 
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5.3 Associações in vitro entre o sulfato de paromomicina e outros fármacos 

determinados para L. braziliensis e L. chagasi

 

 O estudo da associação entre os fármacos leishmanicidas objetivou identificar 

combinações que possam potenciar a atividade da paromomicina e descrever uma 

matrix de padrões de interações para os fármacos. Sinergismo, indiferença 

(aditividade) e antagonismo são resultados que se pode esperar das interações 

fármaco - fármaco. 

 O sulfato de paromomicina vem apresentando atividade leishmanicida eficaz 

tanto no tratamento da leishmaniose tegumentar como visceral. Além disso, o 

potencial de uma formulação tópica que já foi testada em modelo experimental in 

vivo apresentando resultados promissores fez com que este fármaco fosse 

selecionado para os ensaios de associação deste estudo. As combinações 

terapêuticas devem ocorrer preferencialmente entre fármacos com diferentes 

mecanismos de ação, com o intuito de aumentar a eficácia e reduzir a possibilidade 

de desenvolvimento de resistência aos compostos. 

 O método de taxa fixa adotado neste estudo para determinar a natureza das 

interações entre os fármacos foi originalmente desenvolvido para estudos de 

associações entre fármacos que agem em bactérias (Hall, Middleton & Westmacott 

1983) e as vantagens do seu emprego consistem no fato de que as variações nas CI 

não afetam drasticamente os cálculos da concentração fracionada inibitória (CFI) e 

poucas e simples etapas são necessárias.  

 O método taxa fixa depende das concentrações prévias dos fármacos 

determinadas isoladamente. A partir desses valores uma concentração inicial de 

cada fármaco é selecionada. Assim se tem uma variação na concentração dos 

fármacos ao mesmo tempo em que se tem uma concentração pré determinada. 

 A Tabela 3 apresenta os valores de CI50 e CI90 determinadas para cada uma 

das espécies avaliadas em diferentes tempos de atividade. Esses valores serviram 

de referência na escolha das CI50 para as associações e poderão orientar futuros 

estudos de outras associações para L. braziliensis e L. chagasi. Observa-se uma 

variação elevada nos valores dos intervalos de confiança para algumas das CI 

determinadas. No entanto, deve-se considerar a limitação do método, que consiste 

em contar em microscópio de luz os macrófagos e as amastigotas no seu interior, 

inserindo aí variações de contagem de observador para observador, apesar das 

tentativas de padronização desse processo. Outro problema que pode estar 
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relacionado é a contagem dos parasitos na etapa de infecção realizado em câmara 

de Neubauer. Sabe-se que a taxa de infecção dos macrófagos interfere na atividade 

do fármaco. Atualmente, está em fase de padronização no LPC a técnica do Real 

Time que será empregada na quantificação de DNA de amastigota nos ensaios in 

vitro e in vivo. Espera-se poder melhorar as variações encontradas nesse tipo de 

ensaio. 

 A escolha dos tempos avaliados seguiu os determinados no estudo de Seifert 

& Croft (2006), que investigaram a associação entre a miltefosina com outros 

fármacos leishmanicidas. A lógica adotada pelos autores foi a de que o tempo de 

associação prevalente seria aquele do fármaco associado à miltefosina. No presente 

trabalho, foi estabelecido uma tabela de p valores (Tabela 3) que apontou as 

diferenças estatísticamente significativas entre os diferentes tempos. Sendo assim, 

foram escolhidos os tempos ótimos para ambos os fármacos associados sem que 

houvesse prejuízo de atividade para um ou outro. Apenas para as determinações 

dos tempos de L. chagasi não foi obtida a CI50 da paromomicina para sete dias de 

ação do fármaco, pois a atividade neste tempo foi elevada. Sendo assim, o tempo 

máximo de ação determinado foi de 5 dias e para os demais fármacos avaliou-se a 

tabela de p valores. 

 Devido a critérios de escolha de tempo de ação, os determinados neste 

estudo, diferenciaram dos de Seifert & Croft (2006), considerando-se também que a 

as avaliações foram realizadas em espécies diferentes de Leishmania. 

 Neal & Croft (1984) observaram em um estudo de determinação das 

condições do ensaio de amastigota intracelular em L. donovani que os macrófagos 

tratados com estibogluconato de sódio ou antimoniato de meglumina são limpos de 

amastigotas do seu interior com sete dias de exposição aos fármacos. No entanto, 

no presente estudo não foi observado esse efeito para o Glucantime em L. chagasi, 

sendo obtido CI50 de 48,5 µg/mL. 

 A Tabela 3 mostra ainda, variação da sensibilidade aos fármacos para as 

duas espécies avaliadas. Os maiores valores de CI50 e CI90 foram obtidos para o 

Glucantime e paromomicina por ambas as espécies (L. braziliensis e L. chagasi). 

Neal & Croft (1984) também obtiveram valores das CI50 mais elevados para estes 

dois fármacos em ensaio de amastigota intracelular para L. donovani em 

comparação com outros fármacos leishmanicidas. A atividade da miltefosina e 

anfotericina B ficou mais próxima entre as duas espécies. 
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 Os valores das CI50 encontrados por Yardley et al (2005) para as diferentes 

cepas de L. braziliensis isoladas de pacientes do Peru (> 30 µg/mL) ficaram muito 

acima do encontrado neste estudo para esta mesma espécie (CI50 = 2,2 µg/mL – 3 

dias). A variação nas condições de trabalho pode interferir nos resultados de 

avaliação de fármacos. Além disso, no presente estudo foi avaliada a cepa de 

referência de L. braziliensis (M2903) que está bem adaptada aos meios de cultivo 

utilizados e o estudo citado acima, avaliou cepas recém isoladas de pacientes, o que 

provavelmente acarretou diferenças de sensibilidade.  

 Os valores das CI50 determinados para a azitromicina sobre L. braziliensis 

(CI50 = 4,25 µg/mL - 3 dias) e L. chagasi (CI50 = 14,9 µg/mL - 3 dias) foram próximos 

aos encontrados no estudo de Silva-Oliveira, Morais-Teixeira & Rabello (2008) - 2,18 

µg/mL e 6,12 µg/mL, respectivamente. Para L. major foi obtida CI50 de 12 µg/mL em 

modelo de amastigota intracelular (Krolewiecki et al 2002). 

 CI50 de 0,024 µg/mL foi encontrada para L. donovani em ensaio in vitro, na 

avaliação para anfotericina B (Petit et al 1999). Este valor foi próximo ao encontrado 

para L. chagasi - 0,04 µg/mL (3 dias), no presente estudo. 

 Cepas de L. braziliensis apresentaram CI50 que variaram entre 38,0 µM a 12,0 

µM para o sulfato de paromomicina (Neal et al 1995). 

 Sinergismo evidente foi determinado entre paromomicina e Glucantime para 

L. braziliensis e paromomicina e anfotericina B para L. chagasi. Esses fármacos 

apresentam mecanismos de ação diferentes. A paromomicina promove modificações 

na síntese de RNA e em lipídios polares da membrana, promovendo alterações na 

sua fluidez (Maafouf et al 1997), já os antimoniais pentavalentes agem inibindo a 

glicólise com a -oxidação dos ácidos graxos, levando a depleção dos níveis de ATP 

intracelulares. A anfotericina B se liga ao ergosterol, promovendo alterações na 

permeabilidade da membrana e do equilíbrio osmótico do parasito. 

 Os resultados de associações indiferentes [L. braziliensis - paromomicina + 

azitromicina (CI50/90), paromomicina + miltefosina (CI50/90), e L. chagasi 

paromomicina + glucantime (CI50/90), e paromomicina + azitromicina (CI90)] foram 

obtidos quando houve aumento nos valores da CI50 ou CI90 em um dos fármacos e 

diminuição no outro fármaco associado (Tabelas 4 e 5).  

 O sinergismo considerado entre as associações de paromomicina e 

miltefosina para L. chagasi considerou apenas os valores obtidos para as CI90 uma 

vez que não foi possível determinar a CI50. A concentração topo determinada para a 

miltefosina foi de 22,4 µg/mL. Apesar do ensaio de toxicidade para macrófagos 
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empregando o Alamar Blue  determinar DE50 tóxica de 37,8 µg/mL (Tabela 2), a 

concentração de 22,4 µg/mL e sua subseqüente na diluição seriada, 10,2 µg/mL, já 

foram tóxicas para os macrófagos, que se apresentaram fragmentados.   

 Para ambos os ensaios com L. braziliensis e L. chagasi nem sempre houve 

uma constância na natureza das interações entre as CI50 e CI90. Para as duas 

espécies o sinergismo foi mais acentuado nas CI50.  Esses resultados sugerem que 

o mecanismo de ação contra o parasito pode depender das suas concentrações. 

Situação inversa foi observada na avaliação da associação entre fármacos para L.

donovani e Plasmodium falciparum, onde a natureza das interações foi classificada 

em indiferente (CI50) a sinérgico (CI90) (Seifert & Croft 2006) e indiferente (CI50) a 

sinérgico (CI90/99) (Gupta et al 2002). 

 Não ocorreram discrepâncias entre as diferentes associações da 

paromomicina e demais fármacos para L. braziliensis e L. chagasi (Tabelas 6 e 7). 

No entanto, deve-se considerar que as espéciea de Leishmania apresentam 

características bioquímicas e moleculares próprias e essas podem refletir na 

variação de sensibilidade entre as espécies aos fármacos.  

 Os resultados experimentais in vitro de associação de fármacos 

leishmanicidas são bastante limitados. Seifert & Croft (2006) obtiveram resultado 

próximo de sinérgico para a interação miltefosina e estibogluconato de sódio e 

indiferença entre miltefosina e os fármacos anfotericina B, sitamaquina e 

paromomicina. Em outro estudo, a associação miltefosina e anfotericina B também 

foi considerada indiferente (Mínez et al 2006). Ambos os estudos citados acima 

foram realizados para L. donovani.  

 As associações in vitro avaliadas entre fármacos neste trabalho sugerem 

sinergismo ou indiferença nas interações. Entretanto, elas não determinam 

necessariamente a eficácia das combinações no hospedeiro uma vez que também 

dependem das características farmacocinéticas. Seifert & Croft (2006), por exemplo, 

não obtiveram sinergismo in vitro para a associação miltefosina - paromomicina e 

miltefosina - anfotericina B; porém os ensaios in vivo indicaram altos índices de 

atividade para essas associações. 

 Assim, ensaios in vivo de associações de fármacos leishmanicidas para estas 

espécies devem ser conduzidos antes dos ensaios clínicos para melhor avaliação do 

potencial de sinergismo, evitando assim associações inadequadas e assegurando 

maior tranqüilidade para pacientes e profissionais da saúde. 
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6 Conclusões 

 

- O antimonial pentavalente sintetizado por Farmanguinhos-Fiocruz apresentou 

atividade leishmanicida in vitro e in vivo para L. amazonensis, L. chagasi e L.  

braziliensis, semelhante à do fármaco referência Glucantime®-Aventis; 

 

- A miltefosina apresentou atividade in vitro para L.  amazonensis, L. chagasi, L. 

braziliensis e L. guyanensis,  em concentrações maiores do que as ativas contra L. 

donovani e  não tóxicas para as células do hospedeiro; 

 

- L. chagasi e L. braziliensis variaram na natureza da resposta à associação entre 

paromomicina e os fármacos antimoniato de meglumina Glucantime, miltefosina, 

anfotericina B e azitromicina. Foram obtidas associações sinérgicas e indiferentes 

entre essas interações.  
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7 Anexos 

 

7.1 Concentrações (µg/mL) determinadas para cada proporção – diluição 

empregadas nos ensaios de associação de amastigotas intracelulares entre a 

paromomicina e outros fármacos sobre L. braziliensis. 

 

1- Paromomicina (PA) + Glucantime (Glu) 
 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: Glu 

1150,4µg/mL 575,2 287,6 143,8 71,9 35,9 17,9 
            IC50 – PA = 143,8µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 920,3µg/mL 460,2 230,1 115,0 57,5 28,8 14,4 
4 : 1  

PA : Glu 

(1) 34,7µg/mL 17,3 8,7 4,3 2,2 1,1 0,5 
            IC50 – PA = 143,8µg/mL / IC50 – Glu = 21,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 690,0/µgmL 345,0 172,5 86,2 43,1 21,6 10,8 
3 : 2  

PA : Glu 

(2) 69,4µg /mL 37,4 17,3 8,7 4,3 2,2 1,1 
            IC50 – PA = 143,8µg/Ml / / IC50 – Gl = 21,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 460/µg/mL 230 115 57,5 28,7 14,4 7,2 
2 : 3  

PA : Glu 

(3)104,1/µg/mL 52,05 26,0 13,0 6,5 3,2 1,6 
            IC50 – PA = 143,8µg/Ml / / IC50 – Glu = 21,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 230/µg/mL 115,0 57,5 28,7 14,4 7,2 3,6 
1 : 4  

PA : Glu 

(4)138,8/µg/mL 69,4 34,7 17,3 8,7 4,3 2,2 
            IC50 – PA = 143,8µg/Ml / / IC50 – Glu = 21,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

0  : 5   

PA: Glu 

173,6µg/mL 86,8 43,4 21,7 10,9 5,4 2,7 
            IC50 – PA = 21,7µg/mL 
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2- Paromomicina (PA) + Miltefosina (Milt) 
 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: Milt 

1150,4µg/mL 575,2 287,6 143,8 71,9 35,9 17,9 
            IC50 – PA = 143,8µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 920,3µg/mL 460,2 230,1 115,0 57,5 28,8 14,4 
4 : 1  

PA : Milt 

(1) 0,54µg/mL 0,27 0,14 0,068 0,03 0,017 0,008 
            IC50 – PA = 143,8µg/mL / IC50 – Milt = 0,34µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 690,0/µgmL 345,0 172,5 86,2 43,1 21,6 10,8 
3 : 2  

PA : Milt 

(2) 1,08µg /mL 0,54 0,27 0,14 0,068 0,03 0,017 
            IC50 – PA = 143,8µg/Ml / / IC50 – Milt = 0,34µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 460/µg/mL 230 115 57,5 28,7 14,4 7,2 
2 : 3  

PA : Milt 

(3)1,62/µg/mL  0,81 0,41 0,20 0,10 0,05 0,025 
            IC50 – PA = 143,8µg/Ml / / IC50 – Milt = 0,34µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 230/µg/mL 115,0 57,5 28,7 14,4 7,2 3,6 
1 : 4  

PA : Milt 

(4)2,16/µg/mL 1,08 0,54 0,27 0,14 0,068 0,03 
            IC50 – PA = 143,8µg/Ml / / IC50 – Milt = 0,34µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: Milt 

2,72µg/mL 1,35 0,68 0,34 0,17 0,09 0,045 
            IC50 – Milt = 0,34µg/mL 

 
 
3- Paromomicina (PA) + Anfotericina B (Anf B) 
 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: AnfB 

1696,0µg/mL 848,0 424,0 212,0 106,0 53,0 26,5 
            IC50 – PA = 212,0µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 1356,8µg/mL 678,4 339,2 169,6 84,8 42,4 21,2 

4 : 1  

PA : 

AnfB
(1) 0,064µg/mL 0,032 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001 

            IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – AnfB = 0,04µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 690,0/µgmL 1017,6 508,8 254,4 127,2 63,6 31,8 

3 : 2  

PA : 

AnfB
(2) 0,128µg /mL 0,064 0,032 0,016 0,008 0,004 0,002 

            IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – AnfB = 0,04µg/mL 
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Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 678,4µg/mL 339,2 169,6 84,8 42,4 21,2 10,6 

2 : 3  

PA : 

AnfB
(3)0,192µg/mL  0,096 0,048 0,024 0,012 0,006 0,003 

IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – AnfB = 0,04µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 339,2µg/mL 169,6 84,8 42,4 21,2 10,6 5,3 

1 : 4  

PA : 

AnfB
(4)0,256µg/mL 0,128 0,064 0,032 0,016 0,008 0,004 

            IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – AnfB = 0,04µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0  

PA:

AnfB 0,32µg/mL 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01 0,005 
            IC50 – AnfB = 0,04µg/mL 

 
 
 
4- Paromomicina (PA) + Azitromicina (Azi) 
 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: Azi 

1696,0µg/mL 848,0 424,0 212,0 106,0 53,0 26,5 
            IC50 – PA = 212,0µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 1356,8µg/mL 678,4 339,2 169,6 84,8 42,4 21,2 

4 : 1  

PA : 

Azi
(1) 6,8µg/mL 3,4 1,7 0,85 0,43 0,21 0,11 

            IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – Azi.= 4,25µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 690,0/µgmL 1017,6 508,8 254,4 127,2 63,6 31,8 

3 : 2  

PA : 

Azi
(2) 13,68µg /mL 6,8 3,4 1,7 0,85 0,43 0,21 

            IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – Azi.= 4,25µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 678,4µg/mL 339,2 169,6 84,8 42,4 21,2 10,6 

2 : 3  

PA : 

Azi
(3)20,4µg/mL  10,2 5,1 2,55 1,28 0,64 0,32 

IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – Azi.= 4,25µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 339,2µg/mL 169,6 84,8 42,4 21,2 10,6 5,3 

1 : 4  

PA : 

Azi
(4)27,2µg/mL 13,6 6,8 3,4 1,7 0,85 0,43 

            IC50 – PA = 212,0µg/mL / IC50 – Azi.= 4,25µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0  

Gluc: 

Azi 34,0µg/mL 17,0 8,5 4,25 2,13 1,06 0,53 
            IC50 – Azi. = 4,25µg/mL 
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7.2 Concentrações (µg/mL) determinadas para cada proporção – diluição 

empregadas nos ensaios de associação de amastigotas intracelulares entre a 

paromomicina e outros fármacos sobre L. chagasi

 

1- Paromomicina (PA) + Glucantime (Glu) 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: Glu 

316,8µg/mL 158,4 79,2 39,6 19,8 9,9 4,95 
            IC50 – PA = 39,6 µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 253,4µg/mL 126,7 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 
4 : 1  

PA : Glu 

(1) 218,7µg/mL 109,4 54,7 27,3 13,7 6,8 3,4 
            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Glu = 136,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 190,2µg/mL 95,1 47,6 23,8 11,9 5,9 2,9 
3 : 2  

PA : Glu 

(2) 437,4µg /mL 218,7 109,4 54,7 27,3 13,7 6,8 
                IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Glu = 136,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 126,7/µg/mL 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 
2 : 3  

PA : Glu 

(3)656,1/µg/mL 328,0 164,0 82,0 41,0 20,5 10,3 
            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Glu = 136,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 63,3/µg/mL 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 0,9 
1 : 4  

PA : Glu 

(4)874,8/µg/mL 437,4 218,7 109,4 54,6 27,3 13,7 
               IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Glu = 136,7µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

0 : 5   

PA: Glu 

1093,6µg/mL 546,8 273,4 136,7 68,3 34,2 17,1 
            IC50 – Glu = 136,7µg/mL 
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2- Paromomicina (PA) + Miltefosina (Milt) 
 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: Milt 

316,8µg/mL 158,4 79,2 39,6 19,8 9,9 4,95 
            IC50 – PA = 39,6 µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 253,4µg/mL 126,7 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 
4 : 1  

PA : Milt 

(1) 4,5µg/mL 2,3 1,1 0,6 0,3 0,15 0,07 
            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Milt = 2,8µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 190,2µg/mL 95,1 47,6 23,8 11,9 5,9 2,9 
3 : 2  

PA : Milt 

(2) 9,0µg /mL 4,5 2,3 1,1 0,6 0,3 0,15 
                IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Milt = 2,8µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 126,7/µg/mL 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 
2 : 3  

PA : Milt 

(3)13,5/µg/mL  6,8 3,4 1,7 0,8 0,4 0,2 
            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Milt = 2,8µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 63,3/µg/mL 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 0,9 
1 : 4  

PA : Milt 

(4)18,0/µg/mL 9,0 4,5 2,3 1,1 0,6 0,3 
               IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Milt = 2,8µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

0 : 5   

PA: Milt 

22,5µg/mL 11,3 5,6 2,8 1,4 0,7 0,4 
            IC50 – Milt = 2,8µg/mL 

 
3- Paromomicina (PA) + Anfotericina B (Anf B) 
 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: AnfB 

316,8µg/mL 158,4 79,2 39,6 19,8 9,9 4,95 
            IC50 – PA = 39,6 µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 253,4µg/mL 126,7 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 

4 : 1  

PA : 

AnfB
(1) 0,048µg/mL 0,024 0,012 0,006 0,003 0,0015 0,00075 

            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – AnfB = 0,03µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 190,2µg/mL 95,1 47,6 23,8 11,9 5,9 2,9 

3 : 2  

PA : 

AnfB
(2)0,096µg /mL 0,048 0,024 0,012 0,006 0,003 0,0015 

                IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – AnfB = 0,03µg/mL 
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Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 126,7/µg/mL 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 

2 : 3  

PA : 

AnfB
(3)0,144/µg/mL 0,072 0,036 0,018 0,009 0,0045 0,0023 

            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – AnfB = 0,03µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 63,3/µg/mL 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 0,9 

1 : 4  

PA : 

AnfB
(4)0,192/µg/mL 0,096 0,048 0,024 0,012 0,006 0,003 

               IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – AnfB = 0,03µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

0 : 5   

PA: AnfB 

0,24 µg/mL 0,12 0,06 0,03 0,015 0,0075 0,0038 
            IC50 – AnfB = 0,03µg/mL 

 
 
4- Paromomicina (PA) + Azitromicina (Azi) 
 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

5 : 0   

PA: Azi 

316,8µg/mL 158,4 79,2 39,6 19,8 9,9 4,95 
            IC50 – PA = 39,6 µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(4) 253,4µg/mL 126,7 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 
4 : 1  

PA : Azi 

(1) 11,68µg/mL c 2,92 1,46 0,73 0,37 0,18 
            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Azi = 7,3µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(3) 190,2µg/mL 95,1 47,6 23,8 11,9 5,9 2,9 
3 : 2  

PA : Azi 

(2)23,36µg /mL 11,68 5,84 2,92 1,46 0,73 0,37 
                IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Azi = 7,3µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(2) 126,7/µg/mL 63,4 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 
2 : 3  

PA : Azi 

(3)35,04/µg/mL 17,52 8,76 4,38 2,19 1,09 0,55 
            IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Azi = 7,3µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

(1) 63,3/µg/mL 31,7 15,8 7,9 3,9 1,9 0,9 
1 : 4  

PA : Azi 

(4)46,72/µg/mL 23,36 11,68 5,84 2,92 1,46 0,73 
               IC50 – PA = 39,6µg/mL / IC50 – Azi = 7,3µg/mL 

Mastermix 1ª 
diluição

2ª 
diluição

3ª 
diluição

4ª 
diluição

5ª 
diluição

6ª 
diluição

0 : 5   

PA: Azi 

58,4 µg/mL 29,2 14,6 7,3 3,65 1,83 0,91 
            IC50 – Azi = 7,3µg/mL 
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7.3 Artigo publicado 
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