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 Atualmente, não há vacina eficaz e o controle das leishmanioses depende 
principalmente da quimioterapia. Recentemente, novos compostos sintéticos os 
derivados carbohidrazidas pirazolicas apresentaram atividade em 
amazonesis in vitro e quando te
infecção de L. amazonensis
estudo com compostos intermediários da síntese das carbohidrazidas poderia ser 
interessante, pois estes possuem uma potencial atividade lei
ajudaria a compreender os mecanismos de ação dos compostos finais. Por outro 
lado, é necessário conhecer o comportamento do sistema imune frente a estes 
compostos na infecção por leishmaniose. Os compostos precursores não foram 
ativos em formas promastigotas de 
compostos apresentaram atividade sobre formas amastigotas e sem 
citotoxicidade em célula de mamíferos. Aqui, foi sugerida a contribuição 
farmacofórica do anel N
grupamento hidrazina para o composto intermediário. Além disso, foi mostrado 
que todos os compostos podem induzir um aumento da produção de 
em macrófagos estimulados ou não. Em camundongos CBA infectados com 
amazonensis e tratados por via oral com os derivados carbohidrazidas, o estudo 
histopatológico revelou que mudanças na derme foram correlacionadas com o 
tamanho macroscópico da lesão. Camundongos CBA infectados e tratados 
tinham lesões cutâneas menores, e as estruturas da ep
níveis mais baixos de infiltrado inflamatório, comparadas com as de camundongos 
controles infectados e não tratados. Também foi observado um infiltrado 
inflamatório misto contendo linfócitos e neutrófilos. Além disso, expressão de IL
RNAm foi menor no grupo tratado. Um aumento dos níveis de anticorpos da 
subclasse específica anti
tratados com as pirazol carbohidrazidas. Um aumento dos níveis de anticorpos 
das  subclasses específicas
grupos tratados com as pirozol carbohidrazidas. De modo geral, os resultados 
experimentais com os derivados carbohdrazidas exercem efeitos terapêuticos 
significativos, podendo agir diretamente sobre o parasito e/
dos sistemas imune do hospedeiro.
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Atualmente, não há vacina eficaz e o controle das leishmanioses depende 
principalmente da quimioterapia. Recentemente, novos compostos sintéticos os 
derivados carbohidrazidas pirazolicas apresentaram atividade em 

e quando testadas em modelo experimental murino de 
L. amazonensis mostraram um efeito terapêutico significativo. Um 

estudo com compostos intermediários da síntese das carbohidrazidas poderia ser 
interessante, pois estes possuem uma potencial atividade lei
ajudaria a compreender os mecanismos de ação dos compostos finais. Por outro 
lado, é necessário conhecer o comportamento do sistema imune frente a estes 
compostos na infecção por leishmaniose. Os compostos precursores não foram 

s promastigotas de L amazonensis. No entanto, todos os 
compostos apresentaram atividade sobre formas amastigotas e sem 
citotoxicidade em célula de mamíferos. Aqui, foi sugerida a contribuição 
farmacofórica do anel N-heteroaromático para a atividade leishma
grupamento hidrazina para o composto intermediário. Além disso, foi mostrado 
que todos os compostos podem induzir um aumento da produção de 
em macrófagos estimulados ou não. Em camundongos CBA infectados com 

dos por via oral com os derivados carbohidrazidas, o estudo 
histopatológico revelou que mudanças na derme foram correlacionadas com o 
tamanho macroscópico da lesão. Camundongos CBA infectados e tratados 
tinham lesões cutâneas menores, e as estruturas da epiderme e derme tinham 
níveis mais baixos de infiltrado inflamatório, comparadas com as de camundongos 
controles infectados e não tratados. Também foi observado um infiltrado 
inflamatório misto contendo linfócitos e neutrófilos. Além disso, expressão de IL
RNAm foi menor no grupo tratado. Um aumento dos níveis de anticorpos da 
subclasse específica anti-Leishmania IgG2a/IgG3 foi observado nos grupos 
tratados com as pirazol carbohidrazidas. Um aumento dos níveis de anticorpos 

íficas  anti-Leishmania IgG2a e IgG3 foi observado nos 
grupos tratados com as pirozol carbohidrazidas. De modo geral, os resultados 
experimentais com os derivados carbohdrazidas exercem efeitos terapêuticos 
significativos, podendo agir diretamente sobre o parasito e/ou sobre as células 
dos sistemas imune do hospedeiro. 
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There is no vaccine in clinical use, and the control of leishmaniasis relies mainly 
on chemotherapy. Recently, 
presented activity against 
experimental murine infection model with 
therapeutic effect. Study with intermediary carbohydrazide 
interesting because of its potential leishmanicidal activity and will help to 
understand the mechanism of action of the compounds. In another hand, it is 
necessary to know the immune system behavior with these compounds on 
leishmanial infection. The precursor compounds did not present activity on 
promastigote forms. However, a
forms and without cytotoxicity to the mammalian cell
pharmacophoric contributions for 
heteroaromatic ring and hydrazine in intermediary compound. Moreover, this study 
demonstrates that all compounds might increase NO production by stimulated or 
not macrophages. In CBA mice infected with 
with pyrazole carbohydrazides, the histopathological study revealed that changes 
in the dermis were correlated with the macroscopic size of the lesion. Infected 
CBA mice treated with pyrazole carbohydrazides had smaller skin lesions
structures of the epidermis and dermis had lower levels of inflammatory infiltration 
compared with the untreated infected control mice. It was also observed a mixed 
inflammatory infiltrate containing lymphocytes and neutrophils 
mRNA expression was at a lower level in the treated group. Increased levels of the 
specific anti-Leishmania
pyrazole carbohydrazide
that carbohydrazide derivatives exert significant therapeutic effects with 
leishmanicidal activity and/or on cell from immune system host.
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necessary to know the immune system behavior with these compounds on 
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cytotoxicity to the mammalian cell. Herein, it is suggested the 
pharmacophoric contributions for the leishmanicidal activity of the groups N
heteroaromatic ring and hydrazine in intermediary compound. Moreover, this study 
demonstrates that all compounds might increase NO production by stimulated or 

CBA mice infected with L. amazonensis and
with pyrazole carbohydrazides, the histopathological study revealed that changes 
in the dermis were correlated with the macroscopic size of the lesion. Infected 
CBA mice treated with pyrazole carbohydrazides had smaller skin lesions
structures of the epidermis and dermis had lower levels of inflammatory infiltration 
compared with the untreated infected control mice. It was also observed a mixed 
inflammatory infiltrate containing lymphocytes and neutrophils 
mRNA expression was at a lower level in the treated group. Increased levels of the 

Leishmania IgG2a/IgG3 antibody subclasses were observed in the 
pyrazole carbohydrazide-treated group. Overall, the experimental findings suggest 

bohydrazide derivatives exert significant therapeutic effects with 
leishmanicidal activity and/or on cell from immune system host. 

 
_________________________________________________________________________ 

11

clinical use, and the control of leishmaniasis relies mainly 
ic pyrazole carbohydrazide compounds 

and when tested in an 
showed a significant 
compounds could be 

interesting because of its potential leishmanicidal activity and will help to 
understand the mechanism of action of the compounds. In another hand, it is 
necessary to know the immune system behavior with these compounds on 

fection. The precursor compounds did not present activity on 
ll the compounds exhibited activity on amastigote 

Herein, it is suggested the 
the leishmanicidal activity of the groups N-

heteroaromatic ring and hydrazine in intermediary compound. Moreover, this study 
demonstrates that all compounds might increase NO production by stimulated or 

and orally treated 
with pyrazole carbohydrazides, the histopathological study revealed that changes 
in the dermis were correlated with the macroscopic size of the lesion. Infected 
CBA mice treated with pyrazole carbohydrazides had smaller skin lesions, and the 
structures of the epidermis and dermis had lower levels of inflammatory infiltration 
compared with the untreated infected control mice. It was also observed a mixed 
inflammatory infiltrate containing lymphocytes and neutrophils In addition, IL-4 
mRNA expression was at a lower level in the treated group. Increased levels of the 

IgG2a/IgG3 antibody subclasses were observed in the 
treated group. Overall, the experimental findings suggest 

bohydrazide derivatives exert significant therapeutic effects with 



 
_________________________________________________________________________ 

 12

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_________________________________________________________________________ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUÇÃO 



 
_________________________________________________________________________ 

 13

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 - Introdução 
 
 

1.1 Ordem Kinetoplastida 
 
 

Os kinetoplastidas são uma ordem de protozoários flagelados (Davila e  Styler, 

2002), pertencenes ao filo dos Englenonozoa, juntamente com Euglenoidea e os 

Diplonemea (Preisfeld e cols. 2001; Moreira e cols. 2001, Busse & Preisfeld, 

2003).  Os kinetoplastidas divergem dos outros protozoários de seu filo 

principalmente pela presença de uma estrutura única, o cinetoplasto (Hannaert e 

cols. 2003; Leander, 2004), uma massa de DNA em uma mitocôndria única, que 

tem sua função, estrutura e modo de replicação diferenciada.  

O  cinetoplasto consiste em uma rede complexa de numerosos anéis 

encadeados de duas diferentes formas: algumas centenas de anéis de DNA 

duplo, chamados minicírculos, e a segunda, com poucas dúzias de anéis muito 

maiores, chamados maxicírculos, os quais respectivamente participam da edição 

de genes transcritos; e codificam proteínas e RNA típicos da mitocôndria (Morris e 

cols. 2001; Klingbeil e cols. 2004). De acordo com a fase do ciclo de vida do 

microorganismo, o cinetoplasto pode ser observado em diferentes posições em 

relação ao núcleo (Vickerman 1985).  

Outra característica peculiar a esta ordem é a presença de um peroxissomo 

diferenciado chamado glicossomo, que desempenha papel central no seu 

metabolismo. Esta organela armazena algumas enzimas que fazem parte de vias 

anabólicas e catalíticas, incluindo as principais reações da via glicolítica e da via 

das pentoses. Esses organismos realizam reedição de DNA e usam a bolsa 

flagelar para tráfico de moléculas entre células (Opperdoes & Borst, 1977; 

Opperdoes, 1987; Vickerman, 1994; Michels e cols., 2000). 
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Figura 1- Desenho esquemático da estrutura de um organismo 

kinetoplastida, no detalhe, em aumento, se observa um corte do cinetoplasto, 

evidenciando os minicírculos. Adaptado de Vickerman 1985; Hannaert e cols. 

2003; Klingbeil e cols. 2004) 
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Entre os seres pertencentes à ordem kinetoplastida, podem ser 

encontrados organismos causadores de enfermidades humanas e veterinárias, 

assim como seres de vida livre (Simpson & Roger, 2004).  Os organismos 

pertencentes à ordem Kinetoplastida estão divididos em duas subordens, a 

Trypanosomatina, que compreende os parasitos obrigatórios e a Bodonina, a qual 

pertencem os microorganismos de vida livre (Hoare, 1972).  

Os tripanosomatídeos possuem uma morfologia relativamente uniforme e 

possuem a capacidade de parasitar uma grande diversidade de hospedeiros, 

incluindo animais, plantas e outros protistas.  Estes protozoários adaptam com 

facilidade o seu metabolismo energético com a disponibilidade de substratos e 

oxigênio, e isso pode dar-lhes a capacidade de instituir novos ciclos de vida de 

acordo com os padrões de comportamento (Vickerman, 1994). O Trypanosoma 

cruzi (doença de Chagas), Leishmania spp. (leishmanioses), o Trypanosoma 

brucei gambiense e T. b. rhodesiense (doença do sono humana) são os maiores 

patógenos humanos (Davila & Tyler, 2002). T. congolense, T. vivax e T. b. brucei, 

T. evansi causam doenças economicamente importantes em rebanhos e animais 

domésticos.  
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1.2 – LEISHMANIOSE 
 
 
 
  As doenças parasitárias, ainda hoje, denotam grandes preocupações 

relacionadas à saúde pública (OMS, 2010). Dentre estas destacamos a 

leishmaniose, doença infecciosa causada por protozoários do gênero Leishmania. 

Esta doença apresenta duas formas clínicas principais: i) leishmaniose 

tegumentar, que inclui as formas cutânea (LC), muco-cutânea (LM), difuso 

cutânea (LDC) e cutânea disseminada (LD); ii) leishmaniose visceral (LV), que 

incidem em regiões tropicais e subtropicais do mundo (Ashford e cols, 1992). 

           Segundo a OMS (2007), as leishmanioses atingem cerca de 10 milhões de 

pessoas no mundo e 350 milhões de indivíduos vivem em área de risco. O 

número de países afetados pela leishmaniose chega a 82 (Figura 1, 2), porém em 

apenas 32 destes países, a notificação é compulsória, fato que pode estar 

subestimando o número de casos. De acordo com Reithinger e colaboradores 

(2010), o número de novos casos a cada ano é de cerca de 2 milhões  de 

pessoas  e o número de mortes decorrentes da evolução da doença é de 59.000. 

Foram relatados casos de leishmaniose em países europeus em virtude da co-

infecção com o vírus HIV (Agostoni e cols. 1998; Marty & Rosenthal, 2002; Cruz e 

cols., 2006), constituindo um grave problema, inclusive pela dificuldade na 

escolha do tipo de tratamento (Alvar e cols., 1997; Desjeux e cols., 2004). Os 

casos de co-infecção Leishmania/HIV já foram relatados em 34 países na África, 

Ásia, Europa e América Latina (Desjeux & Alvar, 2003; Rabello e cols., 2003). 

            Na América Latina, a endemia em expansão é alvo de grande 

preocupação em vários países, especialmente no Brasil, onde são registradas as 

maiores incidências de leishmaniose visceral e tegumentar americana (Grimaldi e 

cols., 1989). Somente no ano de 2002 cerca de 40.000 doentes com LC foram 

notificados (Desjeux, 2004).  

 No Brasil a LV está em franca expansão geográfica, distribuída em 19 

estados, em 1551 municípios registrados entre os períodos de 1994 a 2002. Tem 

sido observado no país, aproximadamente, 3.000 casos/ano com letalidade média 

de 8% (Funasa, 2006). 
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            A leishmaniose cutânea ocorre em todos os estados brasileiros. Estima-se 

que na região da Amazônia grande parte dos habitantes (51,8 %) já teve contato 

com o parasito (Fonseca e cols., 1973). Há um grande interesse na pesquisa e 

controle das leishmanioses, visto o notável aumento no número de casos. O que 

também desperta atenção é o fato desta doença, característica de regiões 

florestais, ocorrer notavelmente em regiões peri-urbanas e urbanas. Acredita-se 

que este fato está relacionado à migração de indivíduos do campo à cidade e ao 

avanço da construção de casas em áreas florestais (Passos e cols., 1993; Luz e 

cols., 2001). 

A situação torna-se ainda mais grave sabendo-se que, apenas em junho de 

2003, quase 100 casos de co-infecção Leishmania/HIV foram notificados no 

Brasil. Neste estudo, foi observado que cerca de 37% destes casos são de LV e 

63% de LC (Rabello e cols., 2003, Nascimento e cols., 2011).  

 Em 1911, o médico brasileiro Gaspar Vianna, que também descreveu pela 

primeira vez a infecção por Leishmania braziliensis, propôs o tratamento da LC 

com o tártaro emético, um antimonial trivalente, que mas tarde devido a sua 

tocixidade foi substituido pelos antimoniais pentavalentes. Ainda hoje, antimoniais 

pentavalentes são usados como drogas de primeira escolha, porém sob duas 

formulações: antimoniato de meglumina (glucantime) e estibogluconato de sódio 

(pentostan). 

O tratamento com as drogas convencionais não tem demonstrado bons 

resultados em pacientes imunossuprimidos (Balaña-Fouce e cols., 1998). Além 

disso, são altos os índices de casos de resistência adquirida às drogas de 

primeira escolha, o que tem colocado como obsoleto o uso dos antimoniais 

pentavalentes na Índia (Sudar, 2001). Porém essas drogas ainda são bastante 

usadas em outros países. 

A redução no número de casos de leishmaniose humana poderia ser feita 

através da adoção de medidas profiláticas, interrompendo os ciclos de 

transmissão natural e o tratamento de pacientes infectados por diminuir o tempo 

de exposição de parasitos aos vetores. Porém, há diversos fatores que se 

interpõem a este objetivo: 

 

• A diversidade de espécies de Leishmania patogênicas; 

• O quadro epidemiológico complexo das infecções, dos reservatórios e 
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dos vetores envolvidos na transmissão; 

• Ausência de uma vacina eficaz e, consequentemente, de programas de 

vacinação em áreas endêmicas; 

•  Crescente resistência dos parasitos às drogas utilizadas e seus 

diversos efeitos colaterais.  

 

Os métodos atuais de profilaxia e controle do vetor, que envolvem 

pulverização de residências com inseticidas residuais e a exterminação de cães, 

são ineficazes e caros. Há novas alternativas, como o uso de coleiras repelentes 

para cães, que podem render bons resultados. 
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Figura 1 – Mapas demonstrativos dos países com casos de leishmaniose visceral. 

Os países com casos de LV estão indicados com um círculo azul, o tamanho 

deste está correlacionado com o número de casos notificados (OMS, 2009, 

capturado em 10/07/11).  
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NÃO DARIA  PARA  TRADUZIR AS LEGENDAS?????  E QUE TAL  
COLOCAR  OS DOIS MAPAS  EM PÁGINAS  SEPARADAS,  ESTÁ 
MUITO PEQUENO 
 
Figura 2  – Mapas demonstrativos dos países com casos de leishmaniose 

cutânea. Os países com casos de LC estão indicados com um círculo azul, o 

tamanho deste está correlacionado com o número de casos notificados (OMS, 

2009, capturado em 10/07/11).  

 
 
 
 



 
_________________________________________________________________________ 

 21

 
1.3. CARACTERIZAÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DO PARASITO CAUSADOR DA 
LEISHMANIOSE  
 
 
 

O parasito do gênero Leishmania é um protozoário da família 

Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Os protozoários desta ordem 

apresentam uma única mitocôndria bem desenvolvida próxima ao flagelo, também 

chamada de cinetoplasto e contendo DNA (kDNA). As leishmânias são 

organismos flagelados, apresentando duas formas evolutivas distintas durante 

seu ciclo biológico:  

 

• Promastigota (Figura 3a), forma alongada fusiforme, extracelular, tem um 

flagelo livre e é encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (Bates & 

Rogers, 2004); 

 

• Amastigota (Figura 3b), arredondada, seu flagelo é rudimentar, intracelular, 

parasita seletivamente células do sistema fagocítico mononuclear de seus 

hospedeiros vertebrados. Contudo, já se observou a forma amastigota em 

outros tipos celulares, como neutrófilos, fibroblastos e células dendríticas 

(Chang e cols., 1981; Ritting & Bogdan, 2000; Laufs e cols. 2002). 

 

As diferenças entre estas duas formas, não são só morfológicas, existem 

diferenças moleculares e bioquímicas importantes. Estas incluem catabolismo de 

glicose e utilização de ácidos graxos (Coombs e cols. 1982; Hart & Coombs; 

1982; Mottran & Coombs,; 1985; Meade e cols.1984), nucleases (Bates & Rogers, 

1993), cisteína proteinases (Coombs & Mottran, 1997), metabolismo de purinas 

(Hassan e cols. 1985), fosforilação de proteínas (Dell & Engel 1994) e expressão 

gênica (Charest & Matlashewski, 1994).  
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Figura 3 – (a) forma promastigota; (b) forma amastigota do gênero Leishmania. 

Retirado das paginas da web: www.qir.com; www.turso.terra.com.br. 

 

Cerca de 20 espécies de protozoários do gênero Leishmania são patogênicas 

ao homem (Desjeux, 2004). A classificação e a nomenclatura das leishmânias 

oferecem grandes dificuldades por serem as espécies, morfologicamente muito 

parecidas, até mesmo indistinguíveis, sendo necessário o uso de métodos 

moleculares e de análise enzimática para esta distinção. Logo, a taxonomia de 

Leishmania é também muito complexa e diversos esquemas foram propostos 

para sua classificação. A divisão proposta por Lainson & Shaw (1987) considera o 

desenvolvimento do parasito no trato digestivo do inseto e sua importância 

evolucionária e biológica. Mais tarde, surge a divisão do gênero Leishmania em 

dois subgêneros: Viannia, Lainson & Shaw, 1987 e Leishmania, Saf`janova 1982 

(Lainson & Shaw, 1987). De acordo com essa divisão o último subgênero inclui os 

agentes etiológicos desta doença no Velho Mundo (complexos L. tropica, L. major 

e L. donovanii), e também parasitos do Novo Mundo, tais como as espécies do 

complexo L.mexicana (agentes da leishmaniose tegumentar Americana). 

Entretanto, o subgênero Viannia agrupa unicamente Leishmania do Novo Mundo 

(complexos L. braziliensis, L. naiffi, L. guyanensis L. panamensis e L. shawi). 

Atualmente, as técnicas de biologia molecular representam uma importante 

ferramenta para o estabelecimento de relações filogenéticas entre as espécies e 

podem ter grande aplicabilidade, servindo de critério a uma distinção taxonômica 

(Cupolillo e cols., 2001). Conseqüentemente, as técnicas de biologia molecular 

contribuem para estudos epidemiológicos e de desenvolvimento de vacinas 

(Grimaldi & Tesh, 1993). 

 a b 
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1.4 CICLO BIOLÓGICO DA LEISHMÂNIA  
 
 

A leishmaniose é uma doença zoonótica e antropozoonótica, que incide em 

áreas rurais e periurbanas. O parasito causador desta doença necessita de 

hospedeiros vertebrados e invertebrados para completar seu ciclo de vida. Há um 

grande número de animais vertebrados que servem de reservatório e que são 

mamíferos das seguintes ordens: Rodentia, Carnivora, Primata, Marsupialia, 

Endentata, e Equidae (Gramicci & Gradone, 2005). Porém, os roedores são os 

principais hospedeiros vertebrados. 

O hospedeiro invertebrado, vetor da leishmaniose é um inseto, ordem Díptera 

da família Psychodidae e sub-família Phlebotominae (Figura 4). Os flebotomíneos 

são holometabólicos, presentes em locais úmidos e suas larvas são muito ativas, 

deslocando-se rapidamente e se disseminando facilmente. Os flebotomíneos são 

encontrados em quase todas as partes do mundo, contudo são mais presentes 

nas regiões neotropicais. Dois gêneros estão diretamente envolvidos na 

transmissão das leishmanioses (Magill e cols. 1993): no Velho Mundo os 

transmissores da leishmaniose são do gênero Phlebotomus, enquanto no Novo 

Mundo são do gênero Lutzomyia.   

 

 

 

 

 
 

Figura 4 – Desenho ilustrativo do inseto flebotomíneo, vetor da leishmaniose. 

(cassilandiajornal.com.br, capturada em 12/07/2011) 
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As leishmanias são transmitidas ao homem e outros vertebrados, através 

picada do inseto flebotomíneo, que durante o ato de hematofagia regurgita formas 

promastigotas metacíclicas infectantes no hospedeiro vertebrado. A adesão do 

promastigota à célula hospedeira é mediada por interações do tipo ligante/ 

receptor e culminando na fagocitose. O parasito se liga a receptores, assim como 

o receptor de complemento C3 (Kane & Mosser, 2000; Mosser & Brittinghem, 

1997), de fibronectina (Peter e cols. 1995) e receptores de açúcares como o 

receptor de manose-fucose (Chang e cols. 1990), e outros (Mosser e cols. 1983). 

Uma vez no hospedeiro vertebrado, o parasito irá infectar células do sistema 

fagocítico mononuclear e com a formação do fagolisossoma e a acidificação do 

meio, vai se diferenciar na forma amastigota, que é capaz de resistir às hidrolases 

ácidas, sobreviver e se multiplicar dentro dos macrófagos por divisão binária 

(Zilberstein & Shapira, 1994). A célula infectada e repleta de parasitos se rompe, 

liberando as formas amastigotas, que irão infectar outras células se disseminando 

no organismo (Figura 5).  

 Ao realizar o repasto sanguíneo, o flebotomíneo pode adquirir o parasito. 

No tubo digestório do inseto vetor, o parasito, na forma promastigota sofre varias 

etapas de diferenciação até a forma metacíclica na região da probóscida, 

Paralelamente as modificações morfológicas ocorrem mudanças 

predominantemente nas macromoléculas de superfície, que lhe conferem maior 

infecciosidade (Sacks e cols., 1994, Kaye & Scott, 2011).  
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FIGURA 5 – Ciclo biológico da Leishmania sp. Insetos flebotomíneos durante o 

repasto sanguíneo, adquirem formas intracelulares de Leishmania (7), quando 

vão para o tubo digestório (8), sofrendo modificações, até se transformarem em 

formas promastigotas metacíclícas (9-10). Estas migram para a probóscida do 

vetor, que transmite ao hospedeiro vertebrado em um novo repasto sanguíneo do 

inseto. No hospedeiro vertebrado (1), o parasito desenvolve-se no interior do 

macrófago, diferenciando-se em amastigota (2-4), que após intensa multiplicação 

do parasito rompe-se (5) liberando amastogotas (6) que vão infectar outras 

células. Ciclo biológico da leishmânia (modificado de www.parasitologia.com.br; 

capturado em 28/03/11) 
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1.5 PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA INFECÇÃO POR LEISHMANIA 
 
 

As infecções por leishmânia, de maneira geral, se iniciam com uma pequena 

lesão característica. O curso desta infecção está intrinsecamente relacionado com 

a resposta imune do hospedeiro vertebrado e da espécie de parasito envolvida. 

As características da doença podem variar de acordo com a espécie de 

leishmânia envolvida na infecção (Reithinger e cols., 2007). Essa infecção 

apresenta-se bastante diversa e complexa, variando de casos benignos de lesões 

cutâneas com cura espontânea a casos fatais de infecção visceralizada 

(Herwaldt, 1999). Desta forma, as leishmanioses podem ser organizadas em 

cinco grupos de acordo com a evolução da doença, sinais clínicos durante a 

infecção (Grimaldi & McMahon-Pratt, 1991, Reithinger e cols. 2007): 

• Leishmaniose cutânea (LC), seus principais agentes etiológicos são: L. 

braziliensis, L. mexicana, L. tropica e L. major que apresentam lesão de 

pele única, ulcerada ou não, de extensão variada. Pode estar presente em 

várias partes do corpo e em geral, a lesão regride espontaneamente. A L. 

amazonensis é o agente etiológico da forma cutânea da doença 

principalmente no norte e nordeste do Brasil. Esta espécie foi descrita 

como também responsável por outras formas clínicas: mucocutânea, 

cutânea difusa e visceral (Barral e cols. 1991, Leon e cols., 1992; Sherlock, 

1996).  

 

• Leishmaniose mucosa (LM) causada principalmente pela L. braziliensis. É 

geralmente uma forma progressiva da leishmaniose cutânea. Caracteriza-

se como lesão em mucosas (do nariz, boca e faringe), que levam à 

destruição do tecido, gerando deformidades, que segregam suas vítimas 

do convívio social. Pode estar associada ou não à lesão cutânea contígua; 

 

 

• Leishmaniose cutânea difusa (LCD) é a forma anérgica de leishmaniose 

tegumentar, relacionada com sinais de imunossupressão específica; 
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caracterizada por lesões cutâneas metastáticas. No Brasil esta doença 

está associada à L. amazonensis (Grimaldi & Tesh, 1993). 

 

• Leishmaniose disseminada (LD) é caracterizada pela presença de múltiplas 

lesões pleomórficas, em duas ou mais áreas, não contíguas do 

corpo (Reithinger e cols., 2007). Em estudos no nordeste do Brasil, 

mostraram que em 29% dos casos de LD, uma lesão da mucosa é também  

encontrada e nestes casos, L. braziliensis e L. guyanensis foram as únicas 

espécies encontradas como causadoras deste tipo de Leishmaniose. 

 

• Leishmaniose visceral (LV) também conhecida como calazar é causada 

principalmente por L. donovani e L. infantum e determina a forma sistêmica 

da leishmaniose, com o comprometimento de tecidos e órgãos. 

Sintomaticamente caracterizado por febre, perda de peso, hepatomegalia, 

esplenomegalia e anemia e, quando não tratada, leva à morte em 100% 

dos casos. As complicações da infecção e as hemorragias são os 

principais fatores de risco para a morte na leishmaniose visceral (Carvalho 

e cols. 2000). 

 

 
 
1.6   A LEISHMANIA E O SISTEMA IMUNITÁRIO DO HOSPEDEIRO VERTEBRADO  

 

Geralmente a proteção conferida pelo sistema imunitário contra a 

leishmaniose está associada a uma resposta mediada por células. Os organismos 

deste gênero têm a capacidade de conviver, inibir e burlar a atividade 

antimicrobiana dos macrófagos do hospedeiro, além de subverter a indução de 

respostas do sistema imune inato e adaptativo (Sacks & Sher, 2002; McMahon-

Pratt e cols., 2004). Desta forma, é valida a afirmativa de que estes parasitos são 

organismos bem sucedidos evolutivamente para viverem no hospedeiro (Sacks & 

Sher, 2002).  
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A caracterização funcional de duas populações distintas de linfócitos T 

CD4+ (Th1 e Th2) em camundongos (Mosman e cols. 1986) permitiu definir 

alguns dos mecanismos associados com resistência ou suscetibilidade do 

hospedeiro vertebrado a Leishmania. Alguns dados, obtidos na clínica, mostram 

que na doença humana ocorre uma dicotomia semelhante à atividade funcional 

de linfócitos T descrita em outros modelos da doença, ou seja, existe uma 

resposta do tipo 1 que está associada a infecções intracelulares, e uma resposta 

do tipo 2, predominante em indivíduos infectados com parasitos extracelulares, 

assim como helmintos; ou que apresentem sensibilidade alérgica (Romagnani 

1991). 

A resposta Th1 está relacionada com a produção de citocinas (IFN-γ, IL-2 e 

TNF-α), com papel importante na ativação de macrófagos, e auxiliar na produção 

de anticorpos citofílicos e na reação de hipersensibilidade tardia na imunidade 

protetora contra patógenos intracelulares (Trinchieri, 1993). Entretanto, a resposta 

Th2 está associada com atividade funcional de IL-4, IL-5, IL-10, TGF-β e IL-13, 

estimulando assim a produção de anticorpos neutralizantes e inibindo várias 

funções em macrófagos (Coffman e cols. 1988, Fiorentino e cols. 1991). Um 

desequilíbrio eventual nos mecanismos de regulação das respostas Th1 e Th2 

pode induzir alterações teciduais de natureza imunopatológica (Romagnani 1994). 

De modo geral, os estudos em animais têm claramente mostrado para L. 

major uma relação de suscetibilidade e resistência relacionada com o padrão 

Th1/Th2. Camundongos BALB/c que apresentam uma resposta imune do tipo 

Th2, tem lesões progressivas e culminam com a sua morte. Porém camundongos 

C57BL / 6 e C3H, que desenvolvem o perfil Th1 de resposta, obtêm a cura de 

suas lesões naturalmente.  

Entretanto, a infecção por L. amazonensis, causa lesões progressivas e 

não resolutivas em todas essas linhagens de camundongos (McMahon-Pratt & 

Alexander, 2004). Camundongos CBA são menos susceptíveis a infecção por L. 

amazonensis e apresentam o desenvolvimento da lesão lento e com persistente 

carga parasitária (Barral e cols., 1983; Neal & Hale, 1983; Afonso & Scott, 1993). 

Nas infecções em camundongos CBA foi constatada a produção de IL-4 e IL-10, 
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porém não de IFN-γ, em contraste com camundongos da mesma linhagem 

infectados com L. major que produzem IFN-γ e IL-10, mas não IL-4 (Lemos de 

Souza e cols, 2000). 

            Os mecanismos celulares responsáveis por esta suscetibilidade em 

camundongos à infecção por L. amazonensis ainda não são claros, foi mostrado 

que linfócitos T CD4+ desempenham papel importante na patogênese da doença 

(Soong e cols., 1997; Jones e cols, 2000), camundongos deficientes em T CD4+ 

funcional não desenvolvem lesões de tamanho considerável, mesmo em estágios 

tardios da infecção (Soong e cols, 1997). Outros tipos celulares também 

contribuem para o desenvolvimento da doença, assim como os linfócitos B e os 

anticorpos produzidos por estas (Kima e cols, 2000). Wanasen e colaboradores 

(2008) observaram que os linfócitos B desempenham um papel significativo na 

patogênese da doença, induzindo o recrutamento de linfócitos T para o tecido 

infectado e fazendo o “priming”  do antígeno específico de linfócitos T CD4+ .  

Alguns fatores relacionados à progressão da infecção são semelhantes aos 

envolvidos na patogênese de outras espécies. O TNF-α, durante a infecção por L. 

amazonensis, atua de forma geral, ativando macrófagos para matar parasitos e 

direcionando os linfócitos B para a produção de imunoglobulinas do tipo IgG2a, 

juntamente com IFN-ɣ, levando a resolução da lesão, assim como em outras 

espécies (Hernández-Ruiz e Becker, 2006). A citocina IL-13, relacionada ao perfil 

Th2, semelhante à IL-4 e IL-5 pode ter um papel importante na infecção 

promovendo a produção de IgE e regulando a reação de hipersensibilidade 

imediata (Matthews e cols. 2000; Hernández-Ruiz & Becker, 2006). Entretanto, a 

patogênese causada por esta espécie é independente da produção de citocinas 

IL-4/IL-10 (Ji e cols., 2003; Jones e cols., 2002). 

Em termos gerais, a resolução da doença depende do sistema imunitário, 

cujo papel é basicamente ativar macrófagos infectados para eliminarem os 

parasitos intracelulares. Os macrófagos produzem uma série de compostos 

oxigenados, incluindo o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical 

hidroxila, além de radicais nitrogenados como o óxido nítrico (NO), que são 
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altamente tóxicos para patógenos intracelulares, como as leishmânias (Murray, 

1981; Murray e cols., 1985, Titus e cols. 1984). 

O NO é uma substância com diversas propriedades biológicas. Este é um 

potente vasodilatador (Vallance e cols. 1989), desempenha papel de 

neurotransmissor (Snyder & Bredt, 1992) e atua em processos inflamatórios 

(Tayeh & Marletta, 1989), além de diversas outras funções. Nos macrófagos e 

outras células fagocíticas, é sintetizado pela enzima óxido nítrico sintase induzida 

(iNOS) em resposta a processos patológicos (Green e cols, 1993; Mollace e cols., 

2002). O NO reage com o peróxido de hidrogênio, dando origem ao peroxinitrito, 

composto relativamente estável e altamente microbicida (Panaro e cols., 1999; 

Bertholet & Mauel, 2000). 

Contudo, a Leishmania é capaz de resistir ao mecanismo microbicida do 

macrófago ativado, porque o parasito possui sistemas de detoxificação através da 

produção de enzimas como a superóxido dismutase e tripanotiona redutase 

(Taylor e cols. 1994, Ghosh e cols. 2003). A leishmânia também atuaria alterando 

a sinalização intracelular, através da ativação de isoformas da proteína quinase C 

(PKC) (Moore e cols. 1993), pelo aumento do nível de cálcio intracelular, inibindo 

enzimas que estão relacionadas à produção de radicais oxigenados. A PKC 

também pode ser inibida por moléculas de LPG (Descoteaux e cols., 1992).  

O modelo experimental murino de infecção por L. amazonensis, embora não 

completamente semelhante ao humano, é capaz de mimetizar muitas 

características fisiológicas deste (Awasthi e cols., 2004), sendo portanto, 

adequado para produzir dados que podem ser posteriormente utilizados como 

base para a compreensão da doença humana (Pereira & Alves, 2008).  
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1.7 QUIMIOTERAPIA USADA NA LEISHMANIOSE  
 
 

O tratamento da leishmaniose enfrenta hoje muitas dificuldades. A 

quimioterapia atual é cara e muitas vezes ineficaz. A droga de primeira escolha 

têm sido os antimoniais pentavalentes por mais de 60 anos, apesar de 

apresentarem diversos efeitos colaterais, além dos crescentes casos de 

resistência ao tratamento (Ouellette e cols., 2004, Seifert, 2011). Poucos 

compostos foram desenvolvidos desde então. Em casos de imunossupressão, os 

índices de resistência adquirida a essas drogas são altos, como observado no 

tratamento da LV em pacientes com HIV (Balaña-Fouce e cols., 1998). Este fato 

demonstra a importância da participação do sistema imunológico no tratamento 

da leishmaniose (Berger & Fairlamb, 1992; Croft & Coombs, 2003; Cota e cols., 

2011). 

 Apesar das diferenças na suscetibilidade entre as leishmanioses do Velho 

Mundo e do Novo Mundo, os mesmos medicamentos são utilizados para o 

tratamento (Quadro 1). Existem diferentes orientações terapêuticas em diversos 

países e regiões do mundo o que demonstra a complexidade na abordagem 

terapêutica das leishmanioses (Goto & Lindoso, 2010). 

A pentamidina, a anfotericina e o cetoconazol são alternativas 

quimioterápicas, entretanto, também são tóxicos, produzem diversos efeitos 

colaterais e são dispendiosas. Recentemente, têm surgido novas propostas de 

tratamento combinando dois compostos diferentes, o que tem aumentado a 

eficácia (Seifert, 2011). 

Os antimoniais pentavalentes foram introduzidos no tratamento das 

leishmanioses desde a década de 40 do século passado e ainda são utilizados 

como drogas de primeira escolha, a despeito de seus diversos efeitos colaterais.  

As suas duas formulações, antimoniato de meglumina (glucantime) e 

estibogluconato de sódio (pentostan), são amplamente usados na clínica. 

Segundo Korolkovas (1988), os antimoniais pentavalentes tanto in vivo e in vitro 

(Frézard e cols., 2009), podem ser reduzidos à forma trivalente, a forma ativa do 

composto. Porém seu mecanismo de ação permanece pouco compreendido. 

Alguns dados sugerem o comprometimento do potencial redox de membrana da 

Leishmania sp (Willie e cols. 2004) e inibição da atividade da vias glicolítica e de 

β-oxidação de ácidos graxos em amastigotas (Croft e cols., 2006). Seus efeitos 
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colaterais incluem náuseas, vômitos, diarréia, flebite, convulsões, alterações 

cardiológicas e renais, entre outros (Korolkovas, 1999; Carvalho e cols. 2000). A 

hepatotoxicidade é um dos mais sérios efeitos colaterais deste tratamento, 

demonstrada pelo aumento dos níveis de transaminases hepáticas no plasma 

(Rodrigues,1999).  

A pentamidina é uma diamidina aromática geralmente utilizada quando o 

tratamento com os antimoniais não surte efeito, entretanto em alguns casos de LC 

causada por L. guyanensis é utilizada como primeira escolha (Minodier e cols., 

2005). Esta é bastante eficaz no tratamento da LVA, porém seus diversos efeitos 

tóxicos, a colocam como uma segunda escolha (Gadelha e cols. 1990). A 

resistência a essa droga também tem apresentado alta porcentagem, 

principalmente na India, Quênia e China (Thakur e cols., 1995; Dietze e cols.; 

1995). Nas Américas, há poucos estudos sobre o seu uso (Gontijo & Carvalho, 

2003).  

O mecanismo de ação anti-Leishmania da pentamidina ainda não é bem 

compreendido. Provalvelmente envolve vários alvos, como biossíntese de 

poliaminas (Basselin e cols., 1997), alteração do potencial de membrana 

mitocondrial (Vercesi & Docampo, 1992) e mais recentemente foi mostrado que 

este composto interfere com a síntese de DNA da Leishmania, modificando a 

morfologia do cinetoplasto, e promovendo a fragmentação da membrana da 

mitocôndria, matando o parasito (Tufon e cols. 2008). 

Como efeitos colaterais da droga observa-se: dor de cabeça, sensação de 

queimação, enrijecimento do tórax, tontura, náusea, vômito e hipotensão. A 

hiperglicemia e a pancreatite podem ocorrer levando a diabetes (Costa e cols., 

1995) 

 A anfotericina B é um antibiótico poliênico derivado do Streptomyces 

nodosus, com  atividade anti-Leishmania   (McMillan 1960) e usada inicialmente 

para LM (Furtado, 1960). Hoje em dia é uma droga de segunda escolha no 

tratamento da leishmaniose (Korolkovas, 1988, 1999; Olliaro & Bryceson, 1993, 

Manandhar e col., 2008). Quatro formulações de drogas estão disponíveis: 

anfotericina B, anfotericina B lipossomal, anfotericina conjugada com colesterol e 

anfotericina em complexo lipídico. A anfotericina B age ligando-se aos esteróis da 

membrana celular do parasito, alterando a permeabilidade da membrana e 

provocando extravasamento dos componentes intracelulares. Essa molécula 
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também se liga ao colesterol do hospedeiro, porém com menor afinidade ( Croft & 

Yardley, 2002). 

 Esta droga apresenta efeitos colaterais como anafilaxia, trombocitopenia, 

dor generalizada, febre, anemia, convulsões, anorexia, vermelhidão, calafrios, 

diminuição da função renal tubular e glomerular (Korolkovas, 1999). 

Recentemente, tem se administrado uma formulação da anfotericina B 

encapsulada em lipossomas. Esta forma é bem menos tóxica e eficaz, porém 

muito dispendiosa (Robinson & Nahata, 1999). 

  A miltefosina é a primeira droga oral eficaz no tratamento da leishmaniose 

visceral (Sundar e cols., 1998). Inicialmente foi desenvolvida para o tratamento de 

neoplasias e sua atividade anti-Leishmania foi descoberta no início dos anos 80 

(Croft e cols., 1987). O mecanismo de ação da miltefosina é pouco conhecido e 

envolve alterações no metabolismo de lipídios. Esta atua também junto ao 

sistema imunitário, ativando linfócitos T e macrófagos,  aumentando a produção 

de radicais oxigenados e nitrogenados ( Murray & Delph-Etienne, 2000). 

Esta droga está em fase de triagem clínica na India para LV desde março 

de 2002, na Colômbia para LC desde 2005 (Croft e cols., 2006), e também no 

Brasil (Chrusciak-Talhari e cols., 2011, Morais-Teixeira e cols., 2011). Entretanto, 

a miltefosina tem apresentado efeitos teratogênicos, além de apresentar uma 

longa meia vida, o que pode levar ao desenvolvimento de resistência (Bryceson, 

2001). Em experimentos in vitro, observou-se que pode ocorrer a seleção de 

cepas resistentes de promastigotas de L. donovani (Seifert e cols., 2003). 

 A paromomicina é um antibiotico aminoglicosídeo cuja atividade 

leishmanicida foi descoberta em 1960 e tem sido utilizada em triagem clínica para 

LC e LV (Sudar e cols., 2009) e para tratamento tópico em Israel (Davison e cols., 

2009). Esta droga é usada também em combinação com outros compostos como 

glucantime a pentamidina, aumentando a eficacia destes (Thakur e cols 1995., 

Chunge e cols., 1990). Em tratamento das leishmanioses no Novo Mundo esse 

composto mostrou eficácia similar ao SbV em tratamento parenteral para  LCL 

(Kim e cols., 2009). Dados recentes indicam sua eficácia em tratamentos 

combinados com outros compostos ( Kulshrestha e cols., 2011). 

O mecanismo de ação desta droga, envolve a ligação com pequenas 

subunidades ribossomais, levando a uma leitura errônea do RNAm, afetando a 
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síntese de proteínas. Tal como a miltefosina pode induzir resistência em L. 

donovani experimentalmente in vitro (Maarouf e cols., 1998). 

O cetoconazol é um agente antifúngico da classe dos azóis, que tem sido 

testado para leishmaniose (Rashid e cols., 1994). Este possui em sua estrutura o 

anel imidazol, análogo ao pirazol, que atua inibindo a enzima 14-α desmetilase, 

impedindo a produção do ergosterol (Navin e cols., 1992; Croft & Coombs, 2003), 

uns dos principais lipídeos de membrana protozoários e de fungos. Entretanto, a 

Leishmania possui a capacidade de captar moléculas de colesterol do organismo 

hospedeiro, reestabilizando a membrana e consequentemente tornando ineficaz o 

tratamento (Balaña-Fouce e cols. 1998).  

Estudos têm demonstrado uma maior atividade in vitro dos compostos da 

classe dos azóis sobre formas promastigotas de L. donovani, L. braziliensis e L. 

amazonensis, quando comparados com as formas de L. aethiopica, L. major, L. 

tropica e L. mexicana (Beach e cols., 1988). O cetoconazol foi considerado 

eficiente no tratamento de pacientes com LC infectados com L. panamensis 

(Saenz e cols., 1990), L. major (Salmanpour e cols. 2001) e L. mexicana , embora 

não apresente efeito satisfatório em infecção por L. braziliensis (Navin e cols., 

1992). Outro fator que limita a utilização do cetoconazol são seus efeitos 

colaterais como hepatotoxicidade e distúrbios hormonais (Vidal-Puig e cols., 

1994). 
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Quadro 1 – Estrutura química de c

leishmaniose. 

 

Antimoniato de meglumina

Pentamidina  

 

Anfotericina B  

Miltefosina  

 

 

 

Paramomicina  

 

Cetoconazol. 
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Estrutura química de c ompostos usados na quimioterapia anti 
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1.8   PERSPECTIVAS TERAPÊUTICAS PARA A LEISHMANIOSE  

 

 Introduzidos há décadas, os antimoniais permanecem como drogas de 

primeira escolha. Entretanto, novas propostas terapêuticas vêm surgindo e têm 

sido registrados para o uso em alguns países ou estão em fase de triagem clínica 

(Croft e cols. 2006, Seifert, 2011).  

 As drogas que hoje estão em fase de triagem clínica (quadro 1) para LV 

são: a mitelfosina (fase IV, registrada na Índia), a paromomicina (fase III) e a 

sitamaquine (fase II), que é uma aminoquinolina, desenvovida pela Glaxo Smith 

Kline, em uso no Brasil, Kênia e Índia. Para o tratamento da LC, estão na fase de 

triagem clínica: a mitelfosina (fase III e registrada na Colombia), paramomicina 

(fase II), Imiquimod, um antiviral com propriedades imunomoduladoras (fase II), e 

azóis (Croft & Yardley, 2002; Croft e Coombs, 2003). 

 Há um grande número de estudos em torno de produtos naturais, que 

podem ter propriedades anti-Leishmania. Parte desses estudos se concentram 

em extratos ou compostos derivados de plantas. A licochalcona A, produto da 

planta chinesa Glycyrrhiza tem mostrado considerável eficácia em modelo 

experimental, tanto para LC como para LV (Zhai e cols., 1999). As 

isopropilquinolinas isoladas de Galipea longiflora na Bolívia, também mostraram 

atividade em modelos de LC e LV (Fournet e cols., 1996). Outros produtos têm 

sido avaliados e testes in vitro e in vivo, quanto a sua atividade  anti-Leishmania, 

tais como: a amarogentina na Índia, glicosídeo extraído da planta  Swertia chirata 

(Medda e cols. 1999); o óleo essencial de Chenopodium ambrosioides em Cuba 

(Monzote, 2006), o extrato etanólico de própolis do Brasil e Bulgária (Machado e 

cols., 2007, e diversos produtos naturais marinhos (Tempone e cols., 2011).  

Alguns estudos, mostram substâncias extraídas de produtos naturais, que 

apresentaram efeito leishmanicida sendo modificadas para melhorar sua eficácia, 

como as chalconas extraídas da Piper aduncum (Torres-Santos e cols., 1999; 

Boeck e cols., 2006).  
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Diversos outros compostos vêm sendo testados no modelo murino com 

bons resultados. Os flavonóides mostraram bons resultados in vitro e in vivo para 

L. donovani (Tasdemir e cols. 2006). Em testes com L. amazonensis, flavonóides 

extraídos de Kalanchoe pinnata, mostraram importante atividade in vitro (Muzitano 

e cols.; 2006, Gomes e cols., 2009) e potencial atividade em leishmaniose 

cutânea humana (Torres-Santos e cols.; 2003). Em modelo murino, foi observada 

a eficácia da 8-bromoguanosina na infecção por L. amazonensis (Barão e Giorgio, 

2003), e das quinolinas na infecção por L. infantum e L. amazonensis (Nakayama 

e cols., 2005).  

Apesar de um grande número de estudos com o objetivo de definir uma 

droga com alta atividade e baixa toxicidade, os resultados encontrados até agora 

não são promissores, incentivando a continuação das pesquisas neste sentido. 

 

 

 

1.9 ALVOS MOLECULARES  EM ESTUDO  

 

Alguns alvos moleculares têm sido identificados e mostram importância na 

pesquisa de novos fármacos. Esses alvos são moléculas biologicamente 

importantes ao parasito, que no hospedeiro são expressos de forma diferenciada 

ou são ausentes. Atendendo a esses íntens, podemos citar: a) microtúbulos do 

parasito, o composto trifluralin tem mostrado atividade, por romper estruturas do 

microtúbulo e inibir a proliferação de Leishmania sp. (Croft e Coombs, 2003); b) 

dihidrofolato redutase, enzima que participa do metabolismo de folatos e é 

diferente no hospedeiro. Porém muitos inibidores in vitro, não foram eficazes in 

vivo (Croft e Coombs, 2003); c) cisteína proteinases, enzimas que estão 

relacionadas com a multiplicação e virulência de algumas espécies do parasito 

(Coombs & Mottram, 1997), muitos compostos tem sido testados in vitro e 

mostram alguns resultados (Ponte-Sucre e cols., 2006; Croft e Coombs, 2003); d) 

tripanotiona redutase, enzima envolvida na sobrevivência do parasito, atuando 

como um sistema de detoxificação (Fairlamb  e cols., 1985; Castro-Pinto e cols., 

2007). Estudos mostraram que derivados dibenzazepinas e fenotiazinas são 

eficazes em inibir a tripanotiona redutase (Chan e cols., 1998), além e mono 
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amidinas  aromáticas (Castro-Pinto e cols, 2004); e) proteina quinases específicas 

que atuam no estabeleciemento da  infecção e sobrevivência do parasito no 

macrófago (Wiese e cols., 2007).  

  

 

1.10     AS ACIL- HIDRAZONAS PIRAZÓLICAS  

 

 

 O bioisosterismo é uma metodologia racional de se tentar a obtenção de 

novos fármacos, realizada pela modificação molecular de uma substância com 

estrutura química conhecida e ação biológica caracterizada, condiderada 

substância protótipo e a partir daí sintetizar e avaliar novos compostos homólogos 

estruturais do fármaco modelo (Anexo 1). As acil-hidrazonas são uma classe de 

moléculas que vêm sendo estudadas com afinco devido às suas diversas 

propriedades farmacológicas. Na literatura encontram-se relatos de propriedades 

analgésicas, antiinflamatórias, anti-trombóticas, antitumoral e antiviral destes 

compostos (Barreiro e cols. 2002; Rostom e cols., 2003). Os mecanismos de ação 

destes compostos podem envolver a inibição de enzimas pro-inflamatórias como 

as ciclooxigenases (COX) e 5-lipoxigenase (5-LO) (Higgs & Vane, 1983).  

 O protótipo 1-(4-X-fenil)-N′-[(4-Y-fenil)metileno]-1H-pirazol-4-

carbohidrazidas  (Figura 10) foi planejado para verificação da atividade 

antiprotozoários, visando a simplificação dos fármacos em questão, mantendo 

subunidades estruturais, usando-se a hibridação molecular. Foi mantida a relação 

isostérica do anel pirazol e características estruturais dos modelos. As acil-

hidrazonas pirazólicas são compostos heterocíclicos que apresentam um anel 

pirazol e um grupamento acilhidrazona. O anel pirazol análogo ao imidazol, que 

tem conhecida atividade na inibição de enzimas que atuam na sintese do 

ergosterol (Navin e cols., 1992).  

Os compostos em estudo foram sintetizados pela técnica do bioisosterismo 

e reúnem moléculas com potencial atividade anti-tripanosomatídeos (Gomes, 

2001, Bernardino e cols., 2006). Os compostos protótipos principais foram o 

cetoconazol, alopurinol, pentamidina e benzonidazol. O novo composto-protótipo 

pode ter sua eficácia otimizada por modificações moleculares subseqüentes, 
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planejadas de maneira a preservar ou aprimorar as propriedades farmacológicas 

identificadas nos ensaios in vitro e in vivo. 

 Os trinta derivados 1-(4-X-fenil)-N′-[(4-Y-fenil) metileno]-1H-pirazol-4-

carbohidrazidas inéditos, apresentam diferentes substituintes, designados como X 

e Y. A combinação destes substituintes, para X podem ser: OCH3, NO2 e Br, e 

para Y: OCH3, OEt, H, Br, OH, Cl, N(CH3)2, CN, CH3, F, SCH3, NO2, (Figura 11). A 

síntese dos trinta compostos e seus intermediários está descrita na literatura 

(Bernardino e cols. 2006). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 11 – Estrutura química das acil-hidrazonas pirazólicas, X e Y são radicais 

da molécula, variáveis de acordo com os substituíntes acima, onde X pode ser: 

OCH3, NO2 e Br, e Y pode ser: OCH3, OEt, H, Br, OH, Cl, N(CH3)2, CN, CH3, F, 

SCH3, NO2. 
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Um composto que pudesse reunir características imunomoduladoras e 

atividade leishmanicida seria ideal para o tratamento dessa doença. As 

propriedades aniti inflamatórias, da classe das acil-hidrazonas pirazólicas 

(Barreiro e cols., 2002), seria mais um aspecto positivo na resolução da doença, 

pois esta é dependente de uma resposta direcionada do sistema imunitário. Um 

composto inibidor da síntese de prostaglandinas (PGs) poderia ajudar na 

resolução da doença, uma vez que esta molécula está relacionada com a 

resposta Th2 e estudos indicam a indução de PGs como mecanismo de escape 

do parasito (Guimarães e cols., 2005). Testes in vitro mostraram que esta classe 

de compostos apresenta atividade em promastigotas de L. amazonensis e com 

menor intensidade em L. braziliensis e L. chagasi (L infantum) (Bernardino e cols., 

2006). Os compostos com substituintes Br/NO2 e NO2/Cl não foram tóxicos aos 

macrófagos murinos e tiveram maior eficácia contra formas promastigotas de L. 

amazonensis (Bernardino e cols., 2006).  
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2 Objetivos 
 
 
 
2.1 Objetivo geral 
 
 
 O objetivo deste trabalho foi avaliar os compostos 1-(4-X-fenil)-N′-[(4-Y-

fenil) metileno]-1H-pirazol-4-carbohidrazida in vitro e seus efeitos terapêutico, 

toxicológico e imunomodulatório no tratamento da leishmaniose experimental 

murina. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 
 

• Avaliar o efeito terapêutico e toxicológico dos derivados acilhidrazonas 

pirazólicas sobre a infecção experimental de camundongos CBA por L. 

amazonensis. 

 

• Avaliar o efeito inibitório dos derivados 1-(4-X-fenil)-N′-[(4-Y-fenil) metileno]-

1H-pirazol-4-carbohidrazida e seus precursores nas formas promastigotas 

e amastigotas de L. amazonensis. 

 

• Observar os efeitos do tratamento oral pelos derivados 1-(4-X-fenil)-N′-[(4-

Y-fenil) metileno]-1H-pirazol-4-carbohidrazida, avaliando o status de cura 

por parâmetros histológicos e imunológicos.  
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Documento 1 

 

Nesta primeira parte do estudo os compostos recém-sintetizados com atividade 

leishmanicida in vitro, foram avaliados quanto a sua eficácia terapêutica e sua 

toxicidade frente a leishmaniose murina. Os derivados pirazol carbohidrazida com 

substituintes X = Br / Y = NO 2 e X =NO 2 / Y = Cl foram investigados no modelo 

murino de infecção de leishmaniose cutânea. Animais foram infectados com 

Leishmania amazonensis e tratados por via oral, duas semanas após a infecção 

parasitária com os derivados carbohidrazidas pirazólicas por 45 dias. A evolução 

das lesões cutâneas e  a disseminação de parasitas para os linfonodos de 

drenagem foram observadas. A produção de óxido nítrico foi observada em 

sobrenadantes de células de linfonodo de camundongos infectados CBA que 

foram tratados com estes compostos. Os  tratamentos com os derivados 

carboidrazidas pirazólicas não apresentaram qualquer toxicidade ou causam 

alterações no peso corporal e nas concentrações plasmáticas de alanina 

aminotransferase e aspartato aminotransferase, e nos níveis urinários de 

creatinina, mas promoveram uma pequena diminuição dos neutrófilos do sangue 

periférico. Estes resultados proporcionaram novas perspectivas sobre o 

desenvolvimento de fármacos com atividades contra a leishmaniose. E 

estimularam a continuidade dos estudos para o observação do mecanismo de 

ação e efeitos sobre o organismo hospedeiro. Estes dados foram foram 

publicados em 2009 -  “Charret KS et al. 2009. Effect of oral treatment with 

pyrazole carbohydrazide derivatives against murine infection by Leishmania 

amazonensis. AmJ Trop Med Hyg. 80:568-573 “ 
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Documento 2 
 
 
Nesta etapa deste estudo, os compostos 1H-pirazol-4-carbohidrazidas que 

apresentaram atividade leishmanicida in vitro e in vivo foram investigados quanto 

a sua ação nas formas amastigotas. Sabendo-se que uma síntese que necessite 

de menos etapas, se torna mais barata para a produção, foram analisados 

também os compostos intermediários (P1, P2 e P3) das carbohidrazidas 

pirazólicas, quanto a sua atividade leishmanicida. Foram analisadas as diferenças 

de atividade durante as formas de vida do parasito, que poderiam ajudar a 

elucidar os mecanismos de ação dos compostos. Os compostos precursores não 

foram ativos sobre as formas promastigotas. No entanto, todos os compostos 

foram ativos na forma amastigotas e não mostraram citotoxicidade em célula de 

mamíferos. As contribuições farmacofóricas do anel N-heteroaromático e do 

grupo hidrazina nos compostos intermediários para a atividade leishmanicida 

foram observadas. Todos os compostos testados provocaram o aumento da 

produção de NO em macrófagos estimulados ou não por LPS. Neste trabalho 

pode-se avaliar a contribuição de alguns grupamentos da molécula dos 

compostos na atividade leishmanicida, agregando conhecimento sobre os 

mesmos. Estes resultados foram submetidos ao European Journal of Medicinal 

Chemistry em 2011 – “Charret KS etal. Effectiveness of carbohydrazides 

precursor in promastigotes and amastigotes of Leishmania amazonensis. 

European Journal of Medicinal Chemistry”. 
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Effectiveness of carbohydrazides precursor in 
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amastigotes . 
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Recently synthesised 1H-pyrazole-4-carbohydrazides presented in vitro and in 

vivo leishmanicidal activities. Their synthesis requires fewer steps and thus makes 

it less costly to produce. In addition, the intermediary compounds (P1, P2 and P3) 

exhibited leishmanicidal activity. Activity differences during various stages of the 

parasite life should help to elucidate the compounds’ mechanisms of action. The 

precursor compounds were not active on the promastigote forms. However, all of 

the compounds were active in amastigotes and without cytotoxicity to the host cell. 

Herein, the pharmacophoric contributions of the N-heteroaromatic ring and 

hydrazine groups in the intermediary compounds towards the leishmanicidal 

activity, which was observed only for the amastigote forms of the L. amazonensis, 

are presented. All of these compounds might have led to increased NO production 

in stimulated or not stimulated macrophages. 
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Keywords:  1-(4-X-phenyl)-N′-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-pyrazole-4-
carbohydrazides; Antileishmania activity; Leishmania, Nitric Oxide. 
 
 
1 Introduction 
Leishmaniasis is an infectious disease caused by protozoa of the genus 

Leishmania that affects about 2 million people per year (1). Leishmaniasis reaches 

around 12 million people worldwide, and 350 million people live in areas at risk. 

Eighty-eight countries are affected by leishmaniasis; however, notification is 

mandatory in only 32 of these countries, resulting in an underestimation of the 

number of cases. Recently, the number of cases in European countries has 

increased because of co-infection with HIV (2,3,4), resulting in a serious health 

problem and difficulty in choosing the type of treatment (1,5). This disease has two 

main clinical forms, tegumentary leishmaniasis (TL) and visceral leishmaniasis 

(VL), and is endemic in tropical and subtropical regions of the world (6). 

 The Leishmania parasite is a protozoan belonging to the family 

Trypanosomatidae and the order Kinetoplastida. This flagellated organism has two 

distinct forms during its life cycle: promastigotes, which are elongated, 

extracellular and found in the gut of the insect vector, and amastigotes, which are 

rounded with a rudimentary flagellum that occurs intracellularly in vertebrate host 

cells and mainly in the mononuclear phagocytic system. However, amastigote 

forms have been found in other cell types such as neutrophils, fibroblasts and 

dendritic cells (7,8,9). The differences between these two forms not only are 

morphological but also include important biochemical and molecular differences 

such as glucose catabolism, fatty acid β-oxidation (10,11,12), amino acid 

metabolism (13,14), nuclease and cysteine proteinase activities (15,16,17), purine 

metabolism (18), protein phosphorylation (19) and gene expression (20,21). 
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The difficulty in controlling parasitic diseases remains a serious problem. 

The absence of an alternative chemotherapeutic approach for treatment of 

Leishmania infection requires urgent attention. Presently, no vaccines are 

available, and chemotherapy is unsatisfactory and expensive (22). Pyrazole 

carbohydrazides are compounds with anti-inflammatory, analgesic, and anti-

thrombotic effects (23) in addition to anti-viral and anti-tumour activities (24). We 

have previously demonstrated in vitro activity of several 1-(4-X-phenyl)-N´-[(4-Y-

phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide derivatives against Leishmania 

amazonensis promastigotes (Figure 1) (25).  

Due to the high cost of current chemotherapy, developing novel drugs that 

are effective and inexpensive is needed. Reducing the synthesis steps of a 

compound makes it less costly to produce. Furthermore, understanding 

differences in activity on the different stages of parasite life should help to 

elucidate the compounds’ mechanisms of action.  

 

2 Chemistry 
 

We previously reported the synthesis of a new series of 1-(4-X-phenyl)- N`-

[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide derivatives (25). The four-

step synthetic route for the preparation of these compounds is outlined in Scheme 

1. The final derivative and all of these intermediary compounds form stable 

structures, which have been fully characterised by commonly used methods (IR, 

1H-, 13C-NMR) and were synthesised using a molecular hybridisation approach 

(25). Drugs containing acylhydrazone derivatives have shown important biological 

effects such as analgesic, antiplatelets and anti-inflammatory activities (24,25,26). 

The aza-vinylogous groups in the pyrazole carbohydrazide molecules possibly 
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function as hydrophobic anchors for active sites within protozoa (23,27). In 

addition, it could be useful to study the contribution of the phenyl groups in 

pyrazol-4-carbohydrazide compounds to its bioactivity profile. In order to confirm 

and better understand the antileishmanial activity, we conducted a complementary 

study in which the inhibitory effects of 1-(4-X-phenyl)-1H-pyrazole-4-

carbohydrazides with X= Br (P1), X= NO2 (P2), X= H (P3) as precursors of 1-(4-X-

phenyl)- N´-[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide) against two 

distinct forms of L. amazonensis.  

 

3 Pharmacology   

Studies with pyrazole carbohydrazide derivatives have shown that they 

exhibit several biological activities. (28,29). Some of these pharmacologic 

properties may be associated with the hydrazone group, which has been shown to 

determine analgesic, anti-inflammatory, and anti-thrombotic activities (23,20,31). 

Moreover, pyrazole carbohydrazide derivatives also contain a pyrazole group and 

show a variety of pharmacologic properties, such as antimicrobial (32,33), antiviral 

(34), and antitumor activities (35,36). The pyrazole ring present in some anti-

inflammatory drugs could be responsible for selective inhibition of cyclooxygenase 

2 (37). The proposed mechanism of action for the biological effects of pyrazole 

carbohydrazide derivatives is the inhibition of the enzyme 5-lipoxygenase (23, 30), 

which is involved in the arachidonic acid pathway that induces leukotriene 

formation.  

The N-acylhydrazone (NAH) moiety (RCONHN=CHR)  has been used in 

the design of new bioactive compounds with distinct pharmacological profiles, 

such as anti-trypanosome activities. We previously reported the leishmanicidal 
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activity in vitro and in an experimental model of a new series 1-(4-X-phenyl)- N´-

[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazide of N-acylhydrazone 

compounds (NAHs)  (25, 38).  

 

3 Results and Discussion  
  

The new series 1-(4-X-phenyl)-N′-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-pyrazole-4-

carbohydrazides (1–30 series) was prepared from the corresponding hydrazine 

intermediates (40-42 series) obtained by treating the 4-(4′-phenyl) 

pyrazolylchlorides with hydrazine hydrate following a previously described 

procedure, as shown in Fig. 1 (25). We previously investigated a series of 

pyrazole-4-carbohydrazides (1–30) for their inhibitory effects against extracellular 

promastigotes of L. amazonensis, L. chagasi and L. braziliensis parasites and for 

their direct toxic effects on macrophage host cells (25). In addition, we also 

reported two pyrazole-4-carbohydrazide substituents, X=Br ̸ Y=NO2 (FC1) and 

X=NO2 ̸ Y=Cl (FC2) as good antileishmanial agents in an experimental murine 

model (38). These results reinforced the antileishmanial profile of substituted 

carbohydrazides (RCONHN=CHR) reported in the literature (25, 39). In order to 

investigate the possible pharmacophoric contribution of the imino group (-N=C-) in 

carbohydrazide moieties in our compounds, we selected the two most effective 

compounds (FC1 and FC2) and three of its intermediary precursors (P1, P2 and 

P3) and evaluated their in vitro activity against promastigotes and intracellular 

amastigotes of L. amazonensis.  

We demonstrate that the precursors (P1, P2 and P3) with a hydrazine (-

N=N-) subunit were inactive against the promastigote forms at concentrations up 
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to 320µg/mL (table 1). Furthermore, our results revealed that compounds FC1 and 

FC2, which have a basic imino (R2C=N-R) subunit, were able to inhibit 

promastigote growth (table 1). Significant antileishmanial activity of these two 

carbohydrazide derivatives (FC1 and FC2) was observed on Leishmania-infected 

macrophages (fig 2). Significant and minor effects were observed with 160 µg/mL 

and 20-30 µg/mL, respectively, of the precursor compounds P1, P2 and P3 (fig 2a, 

2b).  

Although compounds FC1 and FC2 were able to inhibit promastigote 

growth, our data demonstrated that both types (with or without imino groups) can 

stimulate leishmanicidal activity in macrophages (fig 2a, 2b). In an earlier report, 

nitric oxide (NO) production by carbohydrazide derivatives (FC1 and FC2) was 

investigated in draining lymph nodes and spleen cells for an association with 

disease evolution. The cells from CBA mice treated with pyrazole carbohydrazide 

derivatives and infected with L. amazonensis produced more NO than the cells 

from untreated susceptible mice (38). However, this effect could be related to the 

presence of specific substituents on the ring or to the ability to release NO by itself 

(40). In addition, NO in macrophages was identified as a potent effector molecule 

against extracellular and intracellular Leishmania forms (41). However, 

Leishmania parasites were reported to survive despite exposure to toxic 

nitrosative oxidants during phagocytosis by the host cell (42). Herein, we 

demonstrated that the FC1 compound and all of the precursors (P1, P2 and P3) at 

80 ug/mL significantly increased NO production in elicited macrophages without 

lipopolysaccharide (LPS) activation (fig. 3a). These findings were supported by 

elevated NO production in macrophages treated and previously stimulated by LPS 

(fig. 3b). It has been well established in murine models that increased 
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leishmanicidal activity in activated macrophages is correlated with increased NO 

production (41). Notably, the precursor compounds (P1, P2 and P3) were not 

effective against promastigote forms (table 1) but potentially reduced macrophage 

infection through induction of NO production (fig 2a). These results suggest that 

the intermediary compounds having a hydrazine subunit could modulate 

macrophage infection by indirect functions. Considering that no differences were 

observed in nitrite measurements of parasite cultures with and without precursors 

or final products (80 ug/mL) after 24 h incubation (data not shown), we suggest 

that these compounds are not a class of NO donors. However, NO production by 

macrophages alone does not fully explain the inhibitory effect of FC1. Therefore, 

the aza-vinylogous groups in the pyrazole carbohydrazide molecules possibly 

function as hydrophobic anchors for active sites within the protozoa (43). 

Azol compounds, such as ketoconazole and benznidazole, have been 

suggested to interfere with ergosterol biosynthesis in protozoa and fungi (44). In 

the case of L. amazonensis, the mechanisms of action seem to be unrelated to the 

biosynthesis of ergosterol, because no change was observed in the concentration 

of ergosterol in the promastigote culture containing the studied compounds 

compared to that without treatment (unpublished data). 

In conclusion, the data in this study confirmed the leishmanicidal activity of new 

1H-pyrazole-4-carbohydrazides on both forms of L. amazonensis. The precursors 

did not present any effect against promastigotes but were active against 

intracellular amastigotes. The imino group present in the final products (FC1 and 

FC2) may be the principal contributor to the leishmanicidal activity. These 

compounds might induce an increase of NO release by macrophages, as they are 

unable to do it by themselves. 
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5 Experimental protocols  
 
5.1 Parasites 

L. amazonensis (MHOM/BR/77LTB0016 strain) was maintained by animal 

passage and cryopreserved in liquid nitrogen. Promastigotes were cultured in 

Schneider’s Drosophila medium, pH 7.2 (Sigma, St. Louis, MO, USA), 

supplemented with 10–20% (v/v) heat-inactivated foetal calf serum (FCS). The 

characterisation of this strain was performed by molecular techniques such as 

isoenzyme electrophoresis (45).  

5.2 Animals 

Mice acquired from Centro de Experimentação e Criação de Animais de 

Laboratório (CECAL-Fiocruz) were used to obtain peritoneal macrophages for 

both infection and isolation of Leishmania. The experiments were conducted using 

a protocol approved by the Comissão de Ética no Uso de Animais CEUA /Fiocruz 

(P0020-00). 

 

 

5.3 Chemicals 

The 1-(4-X-phenyl)-N`-[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazides 

with substituents X=Br / Y=NO2 (FC1); X=NO2 / Y=Cl (FC2) and X= NO2 / Y= Br 

(FC3) and their precursors with substituents X=Br (P1), X= NO2 (P2) and X= H 

(P3) were synthesised with a molecular hybridisation approach. The structures of 

these stable and crystalline compounds were fully characterised by commonly 

used techniques (IR, 1H-, 13C-NMR) (25).  

5.4 Drug assay on promastigotes  
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The precursor drugs were tested in a concentration range of 40–320 µg/mL 

solubilised in dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma Chemical Co.), with the final 

concentration of the solvent in the experiments never exceeding 1.6%. They were 

added to a 96-well microplate and incubated at 26 °C for 24 h with parasites in 

their late log phase, containing a high amount of metacyclic forms and with a 

concentration of 4 × 106 cells/mL (46). 

Counting of the remaining parasites in Neubauer’s chamber was used to observe 

the drug effects. The percentage of inhibition was estimated by comparison with 

the control, and the results are expressed as IC50/24 h, i.e., the concentration that 

caused a 50% reduction in survival/viability in comparison to identical cultures 

without the compounds. All tests were carried out in triplicate and ketoconazole 

and pentamidine were used as reference drugs. 

5.5 Cytotoxicity assays  

The cytotoxicity of all compounds expressed as cell viability was assayed on 

peritoneal macrophages from mice. The cells were isolated from the peritoneal 

cavity of Balb/c mice with cold RPMI 1640 medium, supplemented with 1 mmol l–1 

l-glutamine, 1 mol l–1 HEPES, penicillin G (105 IU l–1) and streptomycin sulphate 

(0.10 g l–1). The cells (2 × 105 cells per well) were cultivated on a microplate and 

incubated at 37°C in a humidified 5% CO 2 atmosphere. After 2 h of incubation, the 

adherent cells were removed, and the adhered macrophages were washed twice 

with RPMI. Compounds were added to the cell culture at a concentration range of 

40–320 µg/mL and incubated for 24 h. Then, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyl-tetrazolium bromide (MTT, Sigma) was added, and the results were 

evaluated on a spectrophotometer (47). 

5.6 Drug assay on intracellular amastigotes 
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Peritoneal macrophages from mice were cultured as described above using a Lab-

Tek Chamber Slider System (Nalge Nunc, Naperville, IL, USA). The mice were 

infected with L. amazonensis promastigotes in log phase with a 

parasite:macrophage rate of 4:1 and incubated overnight. Then, the cultures were 

washed twice, and the carbohydrazide derivatives were added with the 

substituents X=Br / Y=NO2; X=NO2 / Y=Cl and X= NO2 / Y= Br and their 

precursors with substituents X=Br, X= NO2 and X= H and then maintained under 

these conditions for 24 and 48 h. The chamber was stained with Panotico kit 

(Laborclin, Pinhais, PN, Brasil) and observed by optical microscopy. The 

percentage of inhibition was estimated by comparison with the control.  

 

 

 

5.7 Nitric oxide dosage.  

Mice peritoneal macrophages were cultured on 96-well plates with or without 

stimulation of 10 µg/mL lipopolysaccharide (LPS) (Sigma) plus 1 ng/mL of IFN-ɣ 

for 2 hours and then treated with the carbohydrazide derivatives and its precursors 

at a concentration range of 10 to 80 µg/mL for 24 h at 37°C in an atmosphere of 

5% CO2. Indometacin was used in the controls (Merck Sharp & Dohme, New 

Jersey, USA). Culture supernatants were analysed for nitric oxide by using a 

Griess reaction on a 96-well plate and read at 545 nm in a spectrophotometer 

(48). 
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5.8 Statistical analyses 

Results are expressed as the arithmetic mean of triplicates and are accompanied 

by their respective standard deviations. Means of control and experimental groups 

were compared by Student’s t-tests. Comparisons of multiple groups were 

performed by NOVA tests. Differences were considered to be significant when P 

<0.05.  Statistical analysis was performed using Graph Pad Instat 2.0. 
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Figure 1 –  

 

Figure 1 . General procedure for the synthesis of 1-(4-X-phenyl)-N′-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-

pyrazole-4-carbohydrazides.  
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Table 1 - General structure of 1-(4-X-phenyl)-N′-[(4-Y-phenyl)methylene]-1H-pyrazole-4-  

carbohydrazide and their precursor IC50 values on promastigotes of L. amazonensis and murine 

macrophages.  (* Bernardino et al., 2006) 

 

Compound  X Y Promastigote 

Activity 

Cytotoxicity   

FC1* Br NO2 50 µM >210 µM   

FC2* NO2 Cl 80 µM >270µM 

 

 

P1 Br  >600µM >600µM 

 

P2 NO2  >600 µM >600 µM 

P3 H  >600 µM >600 µM 
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Figure 2a

 

 
2b 

 
 

Figure 2  -  Effect of carbohydrazides  precursors on   macrophage infection . Balb/c mice 

peritoneal macrophages adhered to Lab TeK chamber slides (2 x 105 cells) were infected with L. 

amazonensis amastigotes 4:1 and were treated with (a) P1, P2 and P3 compounds at 160 µg/mL, 

or  (b) 30 µg/mL of P1, P3 and FC and 21 µg/mL of P2 and FC2. After 24 h and 48 h, the 

percentages of infection were estimated. *P<0.01 (compared to control group). 

Figure 3a 
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3b 

 
Figure 3  - Nitric oxide (NO) production in infected macrophages treated with carbohidrazides. 

Balb/c mice peritoneal macrophages: (a) Non stimulated and treated with 80 µg/mL of 

carbohydrazides; (b) macrophages stimulated with LPS+IFN-ɣ were treated with carbohidrazides 

at a concentration range of 10 – 80 µg/mL. Nitric oxide levels were measured 24 h later. *P<0.001 

(compared to control group). 
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Documento 3. 
 
 
 
Esta terceira parte do estudo dá continuidade ao estudo in vivo anterior, focando 

os aspectos histopatológicos e imunológicos dos camundongos CBA, infectados 

por L. amazonensis e tratados com os compostos testes. Neste, os camundongos 

CBA foram infectados com L. amazonensis e tratados por via oral com os 

derivados carbohidrazidas pirazólicas e os efeitos histopatológicos e imunológicos 

foram então investigados. O estudo histopatológico revelou que mudanças na 

derme foram correlacionadas com o tamanho macroscópico da lesão. 

Camundongos CBA infectados tratados com carbohidrazidas pirazólicas tinham 

lesões menores, e as estruturas da epiderme e derme tiveram níveis mais baixos 

de infiltrado inflamatório comparados com os camundongos controles infectados 

não tratados. Na derme dos animais tratados, o número de macrófagos 

vacuolizados contendo parasitas intracelulares era muito mais baixo do que nos 

animais infectados não tratados. Além de macrófagos da derme, também 

observamos um infiltrado inflamatório misto contendo linfócitos e neutrófilos. 

Apesar de números mais baixos de células B (+ B220) e neutrófilos (MPO +) 

identificadas nas lesões de camundongos tratados, em comparação com o grupo 

de camundongos infectados não tratados, o número de células T (CD3 +) 

manteve-se comparável nos tecidos de ambos os grupos. Em células do linfonodo 

de drenagem, o número de linfócitos T (CD3 +) foi diminuído, e os números de 

células B (CD19 +) e células T CD8 + estavam aumentadas em camundongos 

infectados, quando comparado com o grupo controle não-infectado. Em adicional, 

foi mostrado que as células tratadas e não tratadas de linfonodos infectados 

tinham os mesmos níveis expressão do mRNA de TGF-β e IFN-ɣ, enquanto IL-4 

que foi expressa em menor quantidade no grupo tratado. O aumento dos níveis 

de anticorpos da subclasse específica anti-leishmânia IgG2a/IgG3 foram 
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observados nos grupos tratados. Em geral, esses achados sugerem que 

carbohidrazidas pirazólicas exercem efeitos terapêuticos significativos através da 

modulação da IL-4 expressão e níveis de células B, no entanto, uma avaliação 

mais aprofundada é necessária para determinar o regime de tratamento ideal. 

Estes resultados foram submetidos ao International Journal for Parasitology – 

Drugs and Drug Resistence em 2011 – “Charret KS et al. The histopathological 

and immunological profile of CBA mice infected with Leishmania amazonensis 

after treatment with pyrazole carbohydrazide derivatives. International Journal for 

Parasitology.” 
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Abstract 

 
Because there is no vaccine in clinical use, control of Leishmaniasis relies almost 
exclusively on chemotherapy. Recently, new synthetic pyrazole carbohydrazide 
compounds were tested in an experimental murine infection model with L. amazonensis 
and showed a significant therapeutic effect, resulting in a lower parasite load and reduced 
skin lesion size without causing any toxic effects. In this study, CBA mice were infected in 
the footpad with L. amazonensis and then orally treated with pyrazole carbohydrazides; the 
histopathological and immunological effects were then investigated. Histopathological 
study revealed that changes in the dermis were correlated with the macroscopic size of the 
lesion. Infected CBA mice treated with pyrazole carbohydrazides had smaller skin lesions, 
and the structures of the epidermis and dermis had lower levels of inflammatory infiltration 
compared with the untreated infected control mice. In the dermis of treated animals, the 
numbers of vacuolated macrophages containing intracellular parasites were far lower than 
in untreated infected animals. In addition to dermal macrophages, we also observed a 
mixed inflammatory infiltrate containing lymphocytes and neutrophils. Although lower 
numbers of B cells (B220+) and neutrophils (MPO+) were identified in the lesions of 
treated mice compared with the untreated, infected mice, the number of T cells (CD3+) 
remained comparable in the tissues of both groups. In draining lymph node cells, the 
number of T lymphocytes (CD3+) was decreased, and the numbers of B cells (CD19+) and 
CD8+ T cells were increased in infected mice, when compared with the non-infected 
control group. In additional, we have shown that treated and untreated infected lymph node 
cells had similar levels of TGF-β and IFN-γ mRNA expression, whereas IL-4 was 
expressed at a lower level in the treated group. Increased levels of the specific anti-
Leishmania IgG2a/IgG3 antibody subclass were observed in the pyrazole carbohydrazide-treated 
group. Overall, our experimental findings suggest that pyrazole carbohydrazides exert 
significant therapeutic effects through the modulation of IL-4 expression and B cell levels; 
however, further evaluation is required to determine the optimal treatment regime. 
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1. Introduction 
 

Leishmaniasis is a parasitic disease of the tropical and subtropical regions of the world, 

affecting about 2 million people per year (Desjeux, 2004). The disease is expanding in 

Latin America and is increasing among patients with HIV, including in Europe (Cruz et al., 

2006). Leishmaniases are caused by flagellate protozoa that are transmitted to humans by a 

sand fly vector. When these insects take a blood meal, they transmit the infectious forms of 

the protozoa to the vertebrate host. The metacyclic promastigotes then infect macrophages, 

where they remain in phagolysosomes and differentiate into replicating amastigotes. The 

progression of the disease depends on the nature of the host immune response, as well as 

factors intrinsic to the parasite, which are expressed differently among the species of 

Leishmania. The control of leishmaniasis is very complex and depends on the variety of 

the Leishmania parasite species, drug resistance and the side effects of the drugs used 

(Ameen, 2010). 

Despite their toxic properties and side effects, pentavalent antimonial compounds (Sbv) are 

still the first-choice drugs for leishmaniasis treatment (Andersen, 2005; Frézard et al., 

2009). However, the emerging resistance of Leishmania to Sbv compounds limits its use 

(Herwaldt, 1999; Sundar & Murray, 2005). Other compounds have been evaluated against 
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Leishmania, such as amphotericin B, rifampicin, pentamidine, aminosidine, miltefosine, 

allopurinol, ketoconazole, metronidazole and other therapeutic approaches in different 

regions (Foti 2001). The ideal anti-Leishmania drug would be one that eliminated the 

parasite and, at the same time, modulated the host immune response.  

The characterization of two distinct populations of CD4+ T cells, Th1 and Th2 cells, in a 

mouse model of infection by L. major (Mosman et al. 1986, Sacks & Noben-Trauth, 2002) 

enabled some of the mechanisms associated with the resistance or susceptibility of the host 

to be identified. Th1 responses are associated with the cytokines IFN-γ, IL-2 and TNF-α, 

with activating macrophages playing an important role. Th1 responses can induce 

cytophilic antibodies (IgG2a and IgG3) and/or delayed type hypersensitivity as part of a 

protective immune response against intracellular pathogens (Trinchieri 1993). In contrast, 

Th2 responses are associated with IL-4, IL-5, IL-10, TGF-β and IL-13, which stimulate the 

production of antibodies (IgG1 and IgE), the activation of eosinophils and mast cells and 

the inhibition of some macrophage functions (Coffman et al. 1988; Boom et al. 1990; 

Fiorentino et al. 1991). Compounds that alter the cytokine microenvironment can inhibit 

inflammation and reduce the number of macrophages. Reducing the number of parasites 

can also reduce the immunogenic stimulus that leads to the expansion of Th2 cells during 

infection (Alexander et al., 1999). 

Infection by L. amazonensis causes progressive, non-healing lesions in strains of mice 

resistant to L. major (McMahon-Pratt and Alexander, 2004). Susceptible CBA mice 

infected with L. amazonensis produce IL-4 and IL-10, in contrast to L. major-infected 

CBA mice, which produce IFN-γ and IL-10 (Lemos de Souza et al., 2002). However, 

studies in C3H and C57BL/6 mice showed that the pathogenesis of the disease caused by 

L. amazonensis is independent of IL-4/IL-10 cytokine production (Afonso & Scott, 1993; 

Jones et al., 2002; Ji et al., 2003). In humans, IL-4 is associated with disease development 
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(Mansueto et al., 2007). The cellular mechanisms responsible for the susceptibility of mice 

to infection by L. amazonensis is still not clear, although CD4+ T cells have been shown to 

play an important role in the pathogenesis of the disease (Soong et al, 1997;. Jones et al, 

2000). Other cell types also contribute to the development of disease, including B cells and 

the antibodies they produce (Kima et al., 2000).  

Heterocyclic acyl hydrazones pyrazole is a structure with diverse pharmacological 

activities and is, therefore, of great interest for the treatment of leishmaniasis (Barreiro et 

al., 2002). The 1-(4-X-phenyl)-N'-[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-

carbohydrazides are heterocyclic compounds which contain a ring and a pyrazole 

hydrazone group. Analgesic, anti-inflammatory and anti-thrombotic activities have been 

reported for these acyl hydrazones compounds (Barreiro et al. 2002). Some studies have 

also demonstrated antitumor and antiviral activities (Rostom et al., 2003). Pyrazole 

carbohydrazide derivatives showed anti-parasitic activity in vitro against L. amazonensis 

promastigotes and, to a lesser extent, L. braziliensis and L. chagasi, with no toxicity to 

murine macrophages (Bernardino et al., 2006). These derivatives were tested in a murine 

model of infection with L. amazonensis and showed a significant therapeutic effect, with 

no signs of liver or kidney toxicity (Charret et al, 2009). Based on these data, mice infected 

with L. amazonensis were treated with pyrazole carbohydrazide, and the histology of 

lesions, cytokine mRNA expression, B and T lymphocyte phenotypes in the draining 

lymph nodes of the infection site and changes in the humoral immune response were 

analyzed. 

2. Materials and methods 

2.1 Parasites 

L. amazonensis (MHOM/BR/77LTB0016 strain) was maintained by animal passage and 

cryopreserved in liquid nitrogen. Promastigotes were cultured in Schneider’s Drosophila 
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medium, pH 7.2 (Sigma, St. Louis, MO, USA), supplemented with 10–20% (v/v) heat-

inactivated fetal calf serum (FCS). The characterization of the strains was performed using 

molecular techniques such as isoenzyme electrophoresis (Grimaldi et al., 1987). 

 

2.2 Animals 

 Mice were acquired from the Núcleo de Animais de Laboratório (NAL-UFF) and Centro 

de Experimentação e Criação de Animais de Laboratório (CECAL-Fiocruz). Each 

experimental group consisted of 8 male 8-week-old CBA mice. BALB/c mice were used as 

a control for infection. The experiments were conducted using a protocol approved by the 

Comissão de Ética no Uso de Animais CEUA/Fiocruz (P0020-00)/ CEPA/UFF (0090/09). 

2.3 Chemicals 

The 1-(4-X-phenyl)-N`-[(4-Y-phenyl) methylene]-1H-pyrazole-4-carbohydrazides (Fig. 1) 

with the substituents Br-NO2 (X = Br, Y = NO2); NO2-Cl (X = NO2, Y = Cl) and NO2-Br 

(X = NO2, Y = Br) were synthesized using the molecular hybridization approach. The 

structure of these stable and crystalline compounds was fully characterized by the usual 

methods (IR, 1H-, 13C-NMR) (Bernardino et al., 2006). 

 

2.4 Cutaneous lesion measurements 

Mice were infected with 1 x 106 promastigotes (late log phase) of L. amazonensis. Animals 

were treated orally with the pyrazole carbohydrazide compounds (1.5 mg/kg/day of Br-

NO2, NO2-Cl and NO2-Br) from the second week after infection for up to 45 days, 

continuously. Lesion thickness was evaluated weekly by measuring the diameters of both 

rear feet with a direct reading dial caliper (Mitutoyo, Yokohama, Japan). The size of the 

lesion in millimeters was calculated by subtracting the measurement of the uninfected foot 

from that of the infected foot. 
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2.5 Histopathology and immunohistochemistry 

Skin lesions were collected at 12 weeks of infection and at the end of the treatment, and the 

tissues were fixed in buffered 4% formalin overnight and embedded in paraffin. The 

sections (5 µm) were hydrated and stained by Mayer hematoxylin and eosin with phloxine 

(Sigma-Aldrich, Massachusetts, USA) staining. For the immunostaining, sections were 

deparaffinized and treated with distilled water containing 3% H2O2 and were then 

unmasked with 10 mM sodium citrate buffer in a steam bath and blocked using a biotin 

blocking kit (Dako, Glostrup, Denmark). The sections were incubated with 20% normal 

goat serum and, then, with monoclonal anti-B220 (Southern Biotechnology, San Diego, 

CA, USA), CD3 (DBS, Pleasanton, CA, USA), -F4/80 (AbD Serotec, Kidlington, Oxford, 

UK) and -MPO (LifeSpan bioScience, Seattle, WA, USA) antibodies to identify B and T 

lymphocytes, macrophages and neutrophils respectively. Peroxidase activity was detected 

using the DAB substrate system (Dako, Glostrup, Denmark). The tissue sections were 

analyzed by optical microscopy. 

 

2.6 Flow cytometry analysis 

The frequency of peripheral blood leukocytes was analyzed by flow cytometry. Anti-

mouse CD4+-Tricolor, CD8+-PE and CD19+-FITC monoclonal antibodies (Caltag Lab., 

San Francisco, CA, USA) were used for the detection of CD4+, CD8+ T cells and B cells 

respectively. Samples were acquired with a FACS CyAn Flow Cytometer (Dako, Glostrup, 

Denmark). A total of 10.000 events were collected within a viable lymphocyte-enriched 

gate defined according to the forward and side scattering parameters. Appropriate 

fluorescence gates were created based on the labeling controls, with respect to curve 

inflexions, and the analysis was carried out with the Summit v.4.3 Build 2445 program 

(Dako, Fort Collins, CO, USA).  
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2.7 RT-PCR  

Total RNA from the lesions was extracted using Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) according to the manufacturer’s instructions. Next, 1 µg of total RNA obtained from 

the lesions or lymph nodes was reverse transcribed using SuperScript II RNase Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and oligo(dT) 15 primers (Promega, 

Southampton, UK). PCR amplification was performed with a programmable thermal cycler 

(Perkin–Elmer 2400, USA). The cDNA amplification protocols were as follows: for TGF-

β and GAPDH, 30 cycles of 15 s at 94ºC, 30 s at 60ºC, and 3 min at 72ºC; for IFN-γ, 35 

cycles of 15 s at 94ºC, 30 s at 62ºC, and 3 min at 72ºC; and for IL-4, 35 cycles of 15 s at 

94ºC, 30 s at 65ºC, and 3 min at 72ºC. All reactions were completed with a final 

amplification step at 72ºC for 5 min. The sequences of the PCR primers (Table 1) were 

made to order by Integrated DNA Technologies, Inc. (Coralville, IA). A 100-bp ladder 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used as a size marker. The PCR products were 

subjected to electrophoresis in a 1.7% agarose gel containing 0.8 mg/ml ethidium bromide 

and photographed using a Doc-Print II (Vilber Loumart, France). 
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2.8 Evaluation of serum antibody titers 

To assess the parasite-specific antibody titers of IgG, IgG1, IgG2a and IgG3, 96-

well assay plates were coated with Leishmania amazonensis promastigote lysates (50 

µg/mL) overnight at 4°C. After blocking, the plates were washed and incubated with 

individual mouse serum samples (1:50 dilution) for 1 h at 37°C. Next, the plates were 

incubated with peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgGs (1:4.000 dilution; BD 

Biosciences; Franklin Lakes, NJ, USA) for 1 h at 37°C. The colorimetric assay was 

developed with 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine (TMB), according to the manufacturer’s 

instructions (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). 

 

2.9 Statistical analyses 

The results are expressed as the arithmetic mean of triplicates, accompanied by the 

respective standard deviation. The means of the control and experimental groups were 

compared using the Student’s t-test. Differences were considered to be significant when P 

< 0.05. The statistical analyses were performed using Graph Pad Instat 2.0. 

 
3. Results 
 

3.1 Effect of pyrazole carbohydrazide treatment on footpad lesion progression  
 

During the clinical analysis of CBA mice infected with L. amazonensis, we 

observed progressive growth in the size of the lesions in all animals from 3 weeks post-infection until the 

end of the study (data not shown). Oral treatment with pyrazolic carbohydrazide compounds with the 

X = Br, Y = NO2 (compound 1), X = NO2, Y = Cl (compound 2) and X = NO2, Y = Br 

(compound 3) substituents promoted the control of the of skin lesions at 12 weeks after 

infection, when compared with the non-treated group (Fig.2). 
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3.2 Histopathology and immunohistochemistry in lesions of treated and untreated 
infected mice 

 

To investigate what happened in the skin lesions when the animals were treated with 

pyrazole carbohydrazide, histological (Fig 3) and immunohistochemical assessments were 

performed (Fig 4). The slides of the foot lesion sections obtained at 12 weeks post-

infection revealed different intensities of inflammatory cellular infiltration in the treated 

and untreated infected mice (Fig 2). In addition, histopathological examination revealed 

that changes in the dermis were correlated with the macroscopic size of the lesion. 

 In the footpad of the infected mice, vacuolated macrophages containing amastigotes were 

present at much higher numbers (Fig. 3A, B). Furthermore, a great number of free parasites 

were detected in the dermis of these mice (Fig. 3B). The infiltrating cells were a mixture of 

inflammatory cells, including macrophages, lymphocytes, neutrophils and rare eosinophils. 

 In contrast, the treated mice showed lower numbers of parasitized macrophages 

and rare free amastigotes in the extracellular space (Fig. 3C, D). CBA mice infected and 

treated with the two pyrazole carbohydrazide derivatives had much smaller skin lesions, 

and the structures of the epidermis and dermis were preserved, with limited inflammatory 

infiltrates (Fig 2, Fig 3C, D, E, F, G, H). Although vacuolated macrophages containing 

intracellular parasites were found in the dermis of treated animals, they were far less 

numerous than in untreated animals. 

To further define the cellular populations present at the infection sites, 

immunohistochemical studies using specific monoclonal antibodies for CD3, MPO, F4/80 

and B220+ were performed. Although lower numbers of B220+ cells and neutrophils 

(MPO+) were observed in the lesions of treated mice compared with those in the untreated 

mice, the number of T cells (CD3+) remained comparable in the tissues of both treated and 

non-treated infected mice (Fig. 4). Vacuolated macrophages were observed by hematoxylin 
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and eosin staining, but when assessed by immunohistochemistry, cells stained with anti-

F4/80 monoclonal antibodies were scarcely detected in the infected mice, treated or not 

(data not shown). 

 
3.3 Evaluation of lymphoid cell populations 

L. amazonensis-infected CBA mice had swollen popliteal draining lymph nodes, 

and it was important to assess the subpopulations of lymphocytes present in the lymph 

nodes of the footpad. To define which inflammatory cell types were present at the site of 

infection, flow cytometry was used to determine the relative proportions of B (CD19+) and 

T lymphocytes (CD3+) and their subsets (CD4+ and CD8+).  

The percentages of lymphocytes present in the lymph nodes of infected and 

uninfected animals are displayed as histograms (Fig. 5). The phenotypic analyses of the 

lymphocytes from the draining lymph nodes showed a very significant (p = 0.002) 

decrease in the relative number of CD3+ cells in infected animals relative to the uninfected 

control mice. The percentage of CD4+ cells in infected mice was decreased (p = 0.001), 

whereas CD8+ cells were significantly increased (p = 0.03) compared with the uninfected 

control group (Fig. 5A, B). In addition, an increase in CD19+ cells (Fig. 5 C, D) was 

observed in infected mice compared with the uninfected control group (p =  0.01). 

Moreover, no significant difference was observed in the percentages of CD3+ or CD19+ 

cells between the treated and untreated infected groups.  

 

3.4 Expression of cytokines in lymph node cells 

The cytokines that mediate inflammatory responses were evaluated by RT-PCR using 

RNA from draining lymph node cells at the site of the infection. mRNA expression levels 

of TGF-β and IFN-γ in the draining lymph nodes were not statistically different in the 

infected mice treated with compound 1 and those left untreated, when quantified at 10 
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weeks post-infection. Even though these results showed high variability, it was remarkable 

that IL-4 mRNA expression was lower (p < 0.05) in the mice treated with compound 1 

than in untreated infected mice (Fig. 6A, B). 

3.5 IgG isotypes of anti-Leishmania antibodies 

To investigate the possibility of immunomodulation, the levels of specific anti-

Leishmania antibodies were analyzed. Serum levels of anti-Leishmania IgG were increased 

in all infected animals and were significantly higher in animals treated with compound 2 at 

6 weeks post-infection (data not shown). At the end of the treatment, 6 weeks after 

infection, similar levels of specific anti-Leishmania antibodies of the IgG1 subclass were 

observed in the animals treated with compounds 1 and 2. At 12 weeks post-infection, the 

levels of IgG1 isotypes were compared to untreated animals (Fig. 7A). At 6 weeks post-

infection, a significant increase in the levels of IgG2a anti-Leishmania antibodies was 

observed in the animals treated with compound 2, whereas the animals treated with 

compound 1 showed the same level of IgG2a antibodies as the untreated animals (Fig. 7B). 

At 12 weeks post-infection, the level of IgG2a was decreased in the animals treated with 

the compound 2. In addition, at six weeks post-infection, a significant increase in the levels 

of IgG3 was observed in the animals treated with compound 1 (Fig. 7C). 

 

4. Discussion  
 

Leishmaniasis is a tropical/subtropical disease that has been treated with a variety of drugs 

with toxic properties (Foti, 2001). In this study, we demonstrated that pyrazole 

carbohydrazide derivatives decrease the size of skin lesions and decrease cellular 

infiltration into the lesions induced by L. amazonensis infection. In a previous study, 

pyrazole carbohydrazides (compound 1, X = Br, Y = NO2 and compound 2, X = NO2, Y = 

Cl) had a significant therapeutic effect against the promastigote form of L. amazonensis in 
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vitro, although compound 3 (X = NO2, Y = Br) showed little activity. We have shown that 

the substituents on the benzene ring can strongly influence the therapeutic activity 

(Bernardino et al., 2006). Because the search for alternative therapies, including the 

identification of formulations for the oral treatment of cutaneous leishmaniasis, is 

emerging (Croft & Coombs, 2003), we decided to test the therapeutic effects of these 

compounds. We demonstrated that oral treatment with pyrazolic carbohydrazides 

(compound 1, X = Br, Y = NO2, and compound 2, X = NO2, Y = Cl) decreased lesion size 

and reduced the parasite burden in the popliteal lymph nodes by approximately 98% at the 

16th week post-infection compared with the untreated infected control (Charret at al., 

2009). Moreover, compound 3, a molecule that substitutes bromine atoms (X) for nitro (Y) 

on the benzene rings at the para-site, did not show in vitro leishmanicidal activity toward 

the promastigote form (Bernardino et al., 2006), but in this current work, this compound 

did show a therapeutic effect when tested in our murine model (Fig. 1). Additionally, a 

small number of studies correlated clinical responses with the in vitro sensitivity of 

promastigotes in the New World (Azeredo-Coutinho et al., 2007). 

The analysis of the cellular profile of the infected footpad at 12 weeks post-

infection showed mainly vacuolated macrophages filled with amastigotes. This observation 

was corroborated by others studies (Lemos de Souza., 2000, Abreu-Silva et al., 2004, 

Cardoso et al., 2010). In addition, neutrophils were observed in the lesions during the 

chronic phase post-infection with L. amazonensis, and treated mice, with the exception of 

those treated with compound 3, showed a reduction in infiltrating cell numbers. CBA mice 

infected with L. amazonensis had an increased percentage of neutrophils in the peripheral 

blood, which was not seen when infected animals were treated with the pyrazole 

carbohydrazide derivatives (Charret et al., 2009). Although pyrazolic compounds were 

able to control the parasitic burden of the draining lymph node and decrease the size of the 
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cutaneous lesions and the extent of cellular infiltration at the site of infection in our study, 

the inflammatory process observed at the site of infection was not completely eliminated; a 

few intra- and extracellular parasites were still observed in the dermis at the end of the 

treatment. Therefore, the combination of some existing drugs with these new compounds 

or a modified scheme of treatment/dose might be required to improve the efficacy of these 

compounds.  

In this study, an expansion of B lymphocytes and a decrease in T lymphocytes was 

observed in the popliteal lymph nodes of CBA mice infected with L. amazonensis that had 

been treated with pyrazolic carbohydrazides or left untreated. These compounds failed to 

directly modulate the expansion of any particular lymphocyte subset within the lymph 

node (Fig. 5B, D). Similar to another study (Cardoso et al., 2010), our results demonstrated 

an expansion of B cells in the draining lymph node at the site of the infection and in 

cutaneous lesions from CBA mice infected with L. amazonensis 12 weeks post-infection 

(Fig. 5C, D). Additionally, treatment with compounds 1 and 2 decreased the percentage of 

B cells present in the dermis of infected mice but not in the lymph nodes (Fig. 4B, C). 

Furthermore, some studies have found that B cells play an important pathogenic role in 

leishmaniasis pathogenesis (McMahon-Pratt and Alexander, 2004), especially in the 

priming of Leishmania-specific CD4+ T cells (Wanasen et al., 2008). The level of CD4+ 

T-cell activation could be an important factor in determining the outcome of Leishmania 

infection (Xin et al., 2011). 

 In the present study, TGF-β and IFN-γ mRNA expression was detected by RT-

PCR in the draining lymph nodes, and these results were not statistically different for the 

treated or untreated infected groups, when quantified at 10 weeks post-infection (Fig. 6). 

However, the mRNA expression of IL-4 was lower in mice treated with compound 1 than 
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in the untreated infected mice. IL-4 is considered to be a susceptibility factor for L. 

amazonensis infection (Guimarães et al., 2006).  

Because of the involvement of B cells in immune responses to Leishmania infection, their 

antibody products were also investigated. Kima et al. (2000), showed that JhD mice that 

were unable to produce antibodies were resistant to Leishmania infection with reduced 

lesion size. In addition, mice lacking the FcRγ chain showed reduced inflammation 

(Barnes et al., 2002). Cytokines secreted by T cells are also involved in the activation of B 

cells, inducing antibodies with diverse isotypes. IL-4 drives IgE and IgG1 antibody 

production and inhibits the production of IgG2a, IgG2b and IgG3, whereas IFN-γ 

stimulates IgG2a and IgG3 production (Coffman et al. 1988). Our experiments showed that 

anti-Leishmania IgG isotypes increased in all infected animals. Recently, it has been 

shown that IgG1, but not IgG2a/c, was considered pathogenic to L. mexicana infection, 

and mice lacking IgG1 showed increased IgG2a/c, IgG3, and IgM levels and were less 

susceptible to infection (Chu et al., 2010). In our study, a significant increase in the levels 

of IgG2a anti-Leishmania antibodies was observed in the animals treated with compound 

2, whereas the animals treated with compound 1 had increased IgG3 levels. The specific 

anti-Leishmania IgG subclasses show an interesting pattern of Th1/Th2 responses driving 

humoral immune responses in mice infected with L. amazonensis and treated with 

pyrazolic carbohydrazides. However, Leishmania-specific antibodies could increase 

parasite uptake by macrophages and dendritic cells and modulate their functions (Prina et 

al., 2004). In addition, a study (Deak et al., 2010) points to B cell activation as an 

important feature of leishmaniasis pathogenesis; this may signify a target for therapeutic 

intervention.  

In conclusion, this report suggests that CBA mice infected with L. amazonensis and treated 

with pyrazole carbohydrazide had smaller skin lesions and showed intact structures of the 
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epidermis and dermis with little inflammatory infiltration. Pyrazole carbohydrazides exert 

significant therapeutic effects through immunomodulation with potential implications for 

the future design of treatment regimens for Leishmania amazonensis infection. 
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Figure 1. Chemical structure of pyrazole carbohydrazides. 

 
Table 1 - Primer sequences and the sizes of the PCR products. 

 

Oligonucleotide                                                        Sense     Antisense         Si   (bp) 

TGF- β1                                           
 

CAAGGAGACGGAATACAGGGCT    GCACACAGCAGTTCTTCTCT GT     260 

IFN-ϒ   GGCTGTTTCTGGCTGTTACTGC  GACTCCTTTTCCGCTTCCTGA   426 

IL-4      
                                        

ACGGCACAGAGCTATTGATG ATGGTGGCTCAGTACTACGA  454 

GAPDH                                          GGTGAAGGTCGGTGTGAACGGA TGTTAGTGGGGTCTCGCTCCTG.      245 

 
 

 
Fig. 2- Mean lesion diameter for CBA mice infected with L. amazonensis 

(MHOM/BR/77LTB0016) and treated with the pyrazole carbohydrazide derivatives Br-

NO2 (1), NO2-Cl (2) and NO2-Br (3) or left untreated, at 12 weeks post-infection. 

Treatment started at the second week post-infection and continued up to 45 days post-

infection (n = 8 per group). 
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Figure 5 - Cellular profiles of mice infected and treated for up to 45 days with pyrazole 
carbohydrazides derivatives, all of the experiments above were performed at 12 weeks 
post-infection. (A, B) The proportion of CD4+ and CD8+ T lymphocytes from the 
popliteal lymph node of mice infected and treated with pyrazole carbohydrazide 
derivatives 1, 2 and 3 or left untreated. (C, D) CD19+ B lymphocytes from the popliteal 
lymph node of mice treated with pyrazole carbohydrazides 1, 2 and 3 or left untreated. 
There were no significant differences between the treated and untreated infected groups. 
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Figure 6. Cytokine mRNA expression in lymph node cells 
mice. Total mRNA of lymph node cells was extracted for 
expression by RT-PCR at 10 weeks 
and TGF-beta, IL-4 and IFN
normalized to the constitutive expression of GAPDH. mRNA expression 
untreated infected mice (black bars) and infected animals orally treated with 
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. Cytokine mRNA expression in lymph node cells from Leishmania

Total mRNA of lymph node cells was extracted for the measurement
at 10 weeks post-infection. Densitometric analyses were 

4 and IFN-gamma transcripts were quantified.
to the constitutive expression of GAPDH. mRNA expression 

treated infected mice (black bars) and infected animals orally treated with 

IL4

untreated

treated

 
_________________________________________________________________________ 

101

 

Leishmania-infected 
the measurement of cytokine 

infection. Densitometric analyses were performed 
 (A) mRNA was 

to the constitutive expression of GAPDH. mRNA expression is shown for 
treated infected mice (black bars) and infected animals orally treated with compound 2.
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C  

Figure 7. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for serum antibodies to soluble 

antigen of Leishmania amazonensis. Serum from uninfected mice and infected mice treated 

with compounds 1 and 2 or left untreated were collected at 6 and 12 weeks post-infection. 

Levels of (A) IgG1, (B) IgG2a and (C) IgG3 are shown. The data are presented as the 

mean ± S.D. for each group (*P < 0.05). 
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Discussão 

 

 

 

A leishmaniose é uma doença que afeta milhões de pessoas em todo o 

mundo. Contudo, o tratamento de primeira escolha introduzido nos anos 40 ainda 

é utilizado. Os efeitos colaterais destes tratamentos são diversos e as drogas 

alternativas também são bastante tóxicas. A resistência do parasito ao tratamento 

é outro fator crítico à terapêutica (Croft & Coombs, 2003, Seifert, 2011). Pouco 

tem se avançado na busca de novos compostos. Tudo isso denota a importância 

de estudos que favoreçam o desenvolvimento de novos fármacos.  

Os compostos heterocíclicos acil-hidrazonas pirazólicas apresentam 

estrutura com diversificada atividade farmacológica e por isso despertam grande 

interesse na sua aplicação em estudos no tratamento das leishmanioses.  

Anteriormente, a série  1 - (4-X-fenil)-N '- [(4-Y-fenil) metileno]-1H-pirazol-4-

carbohidrazidas foi investigada sobre os seus efeitos inibitórios contra a formas 

promastigotas  de L. amazonensis, L. chagasi e L. braziliensis, além de seu efeito 

tóxico direto em  macrófagos de mamíferos. Foi demonstrado seu potencial 

leishmanicida comparado com drogas de referência, como o cetoconazol, a 

pentamidina, o alopurinol e o benzonidazol. (Bernardino e cols., 2006).  
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No presente estudo, os compostos da série  1 - (4-X-fenil)-N '- [(4-Y-fenil) 

metileno]-1H-pirazol-4-carbohidrazidas, foram analisados em relação quanto ao 

seu potencial mecanismo de ação, quanto a sua atividade dos compostos 

precursores de sua síntese, sua eficácia terapêutica, toxicidade e sua influência 

sobre o sistema imunitário do hospedeiro mamífero. 

Para aprofundar o conhecimento sobre estas carbohidrazidas e investigar a 

possível contribuição farmacofórica do grupo imino (-N = C-) na sua estrutura, 

foram selecionados os dois compostos finais mais ativos (FC1 e FC2) em 

promastigotas de L. amazonensis e três precussores  (P1, P2 e P3 ) e que foram 

avaliados quanto à sua atividade in vitro contra promastigotas e amastigotas 

intracelulares de L. amazonensis.  

O presente trabalho demonstrou, que estes precursores (P1, P2 e P3), com 

uma subunidade de hidrazina (-N = N-) foram inativos frente às formas 

promastigotas de L. amazonesis. Em contraste, resultados vistos anteriormente 

com compostos finais FC1 e FC2, que tem uma subunidade básica imino (R2C = 

NR), mostraram inibição do crescimento de promastigotas (Bernadino e cols., 

2006). Este resultado ressalta a importância do grupamento imino, que pode 

funcionar como uma ancora hidrofóbica que potencialmente se ligaria a proteases 

dos parasitos, resultado que corrobora aqueles obtidos por Li e colaboradores 

(1996). Aqui se reforça a importância deste grupamento em sua ação 

antiparasitária. Entretanto, não se pode atribuir somente a esse grupamento a 

atividade dos compostos, isso porque foi observado que existem diferenças com 

relação à estrutura-atividade entre os derivados 1H- pirazol-4-carbohidrazidas de 

acordo com a natureza e a posição do substituinte na molécula, e que essas 

diferenças podem promover variações nas funções biológicas. Diferentes 

substituintes em diferentes posições podem conferir mudanças no caráter 

eletrofílico da função imínica. Essas diferenças na atividade foram observadas in 

vivo e in vitro. 

 Foi observada uma atividade leishmanicida significativa dos derivados 

carbohidrazida (FC1 e FC2) e, curiosamente de seus precussores, quando foi 

investigado o efeito desses em amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Os 

resultados aqui obtidos demonstram que ambos, com ou sem grupos imino, 

podem estimular a atividade leishmanicida de macrófagos, pelo aumento de NO. 

Resultado que corrobora com os resultados in vivo, onde tamém foi observado o 
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aumento da produção de NO em linfonodos drenantes  da lesão e células do baço 

tratados com os derivados carbohidrazidas pirazólicas, podendo se estabelecer 

uma associação com a evolução da doença. Entretanto, esse resultado poderia 

ser diretamente relacionado com a capacidade de liberação de NO pela própria 

molécula (Schonafinger, 1999), possibilidade descartada pelos experimentos 

realizados, concluindo-se que estes compostos não constituem uma classe de 

doadores de NO.  

Estudos com a molécula de NO na relação leishmania/hospedeiro são de 

grande importancia. O NO é reconhecido como uma molécula efetora potente 

contra a Leishmania. (Mauels & Ransijn, 1997). O NO produzido por macrófagos 

humanos e caninos está envolvido na eliminação da forma intracelular da 

Leishmania (Assreuy e cols., 1994). Inclusive, tem sido investigada a supressão 

da iNOS pelo parasito, como mais um mecanismo de escape (Mukbel e cols.; 

2007). Embora tenha sido relatado, que leishmanias podem sobreviver apesar da 

exposição à agentes tóxicos oxidantes nitrosoativos durante a fagocitose pelas 

células do hospedeiro (Genestra e cols, 2008). Macrófagos infectados in vitro por 

Leishmania foi demonstrada a diminuição da produção de NO (Proudfood e cols. 

1996). Esses dados mostram a importância deste radical na infecção por 

Leishmania. Tem sido bem estabelecido em modelos murinos que, em 

macrófagos ativados, o aumento da atividade leishmanicida está correlacionada 

com o aumento da produção de NO (Mauel e cols, 1991). Neste sentido,  

compostos intermediários que não foram eficazes contra as formas 

promastigotas, potencialmente poderiam reduzir a infecção em macrófagos 

através da indução da produção de NO. Sugerindo que os compostos 

intermediários, os que possuem uma subunidade hidrazina, podem atuar inibindo 

a infecção de macrófagos através da sua ativação. Em relação aos compostos 

finais, além da ativação do macrofago,  os grupos de aza-vinilico da molécula 

pirazol-carbohidrazidas, possivelmente, funcionam como âncoras hidrofóbicas em 

sitios ativos dentro do protozoário ( Aguirre e cols, 2005), tendo uma ação 

antiparasitaria direta. 

Uma das hipóteses para a atividade leishmanicida destes compostos é a 

presença do anel pirazol nas suas estruturas, assim como o cetoconazol e o 

benznidazol. O anel pirazol tem conhecida atividade como inibidor da 14-α 

desmetilase, importante enzima na via de síntese do ergosterol, lipídio de 
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membrana presente em protozoários e fungos (Beach e cols., 1988). Esses 

compostos poderiam atuar por esta via, causando danos na membrana celular do 

parasito. No caso de promastigotas de L. amazonensis, o mecanismo de ação 

não parece estar relacionado com a biossíntese de ergosterol, uma vez que não 

foi observada alteração na concentração de ergosterol em presença destes 

compostos. 

Vários modelos animais são utilizados em estudos experimentais de 

leishmaniose cutânea, entretanto o custo na manutenção de algumas espécies é 

muito elevado, como por exemplo, a manutenção de primatas (Amaral e cols. 

1996). Camundongos produzidos em laboratório representam modelos 

experimentais capazes de reproduzir parcialmente alguns dos eventos clínico-

patológicos da doença humana, assim como determinadas respostas do 

hospedeiro à infecção por Leishmania (Mauel & Behin 1987). 

Os trabalhos terapêuticos sobre leishmaniose cutânea no homem (Ribeiro 

de Paula e cols., 2003) e leishmaniose cutânea experimental murina geralmente 

não apresentam padronização quanto ao esquema de tratamento e aos seus 

critérios de cura, o que dificulta a compreensão destes resultados. A escolha de 

um modelo adequado, que melhor represente a diversidade de fatores presentes 

na infecção e sua similaridade com a doença humana, é de extrema importância. 

Os camundongos da linhagem CBA foram escolhidos porque esta linhagem é um 

modelo intermediário quanto à suscetibilidade à infecção por L. amazonensis. Os 

camundongos da linhagem BALB/c são extremamente suscetíveis à infecção 

associada a esta espécie, com a disseminação da doença, sem cura e morte 

(Fournet e cols. 1996). Estudos envolvendo testes de quimioterápicos em 

infecção por L. amazonensis, indicam a linhagem CBA como a mais adequada, já 

a linhagem BALB/c seria um modelo aplicável aos estudos da leishmaniose 

visceral e/ou cutânea difusa (Carvalho, 2005).  

Neste estudo, em modelo de infecção murina por L. amazonensis, ambos 

os derivados carbohidrazidas pirazólicas mostraram diferenças em relação ao 

controle da infecção. Uma observação interessante deste experimento foi a 

eficácia destes compostos, pela via oral para leishmaniose cutânea, o que indica 

que os derivados acil-hidrazonas pirazólicas tiveram uma absorção satisfatória no 

trato gastrintestinal. Os atuais fármacos de primeira escolha são de uso 

parenteral, o que dificulta o tratamento, seja por sua aplicação necessitar de 
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treinamento ou pela desistência do paciente devido ao incômodo e/ou dor. Mais 

recentemente tem sido utilizada a miltefosina (via oral) na Colômbia e Guatemala 

para o tratamento da LTA (Croft e cols.; 2006, Soto & Berman, 2006) e na Índia 

para LV (Sudar e cols., 2005). O cetoconazol, conhecido e estabelecido 

antifúngico, também tem sido usado como alternativa terapêutica de 

administração oral, com eficácia comparável ao antimonial pentavalente 

(Pentostan) de via parenteral (Saenz e cols., 1990, Salmanpour e cols., 2001). Foi 

demonstrado que os derivados carbohidrazidas pirazólicas são capazes de 

diminuir o tamanho das lesões, a carga parasitária e o infiltrado celular nas lesões 

induzidas pela infecção por L. amazonensis. Além disso, uma grande vantagem 

destes compostos é não apresentarem toxicidade renal e hepática, distúrbio 

hematológico e nem alterações na massa corpórea do camundongos tratados. 

Em um estudo anterior, os derivados carbohidrazidas 1 e 2 (NO2-Cl) foram 

mais ativos contra a forma promastigota de L. amazonensis, que o composto 3 

(NO2-Br), reiterando que os substituintes no anel benzeno podem influenciar 

fortemente a atividade terapêutica (Bernardino e cols, 2006). Entretanto, o 

composto 3, com baixa atividade leishmanicida in vitro para a forma promastigota 

(Bernardino e cols., 2006), mostrou no presente trabalho, um efeito terapêutico 

quando testado em modelo murino. Esses dados indicam, mais uma vez, que os 

derivados carbohidrazidas interagem com o organismo hospedeiro.  

A análise do perfil celular da lesão da pata de animais infectados e sem 

tratamento mostrou principalmente a presença de macrófagos vacuolizados, 

repletos de amastigotas, o que foi muito diminuido nos animais tratados. Foram 

observados também neutrófilos  nas lesões durante esta fase da infecção por L. 

amazonensis, e camundongos tratados mostraram uma redução no número de 

células infiltrando, com exceção daqueles tratados com o composto 3. E também 

foi observado que o controle infectado apresentou um aumento da percentagem 

de neutrófilos no sangue periférico, o que não foi observado quando os animais 

infectados foram tratados com os derivados carbohidrazidas 1 e 2 . Esses dados 

reforção uma relação dos compostos com o hospedeiro.  

Alguns estudos citam principalmente propriedades analgésicas, 

antiinflamatórias e anti-trombóticas de compostos com este grupamento (Matheus 

e cols.,1991, Ribeiro e cols., 1997, Barreiro e cols., 2002). Por outro lado, o 

grupamento pirazol também apresenta uma diversidade de propriedades 
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farmacológicas. Um dos mecanismos de ação proposto para explicar alguns dos 

efeitos biológicos dos derivados carbohidrazidas seria a inibição da enzima 5-

lipooxigenase (5-LO) (Matheus e cols., 1991, Barreiro e cols., 2002). A 5-LO é 

uma enzima abundantemente expressa em macrófagos, envolvida na cascata 

oxidativa do ácido araquidônico (AA), que leva, a partir deste, à formação de 

leucotrienos. Os leucotrienos são fatores, que entre outras, têm funções 

vasodilatadora e quimiotática para neutrófilos e outras células sanguíneas 

(Goetzsl & Pickett, 1980; Smith & Ford-Hutchinson, 1980; Pettipher e cols., 1993). 

Logo, poderia se supor que os derivados carbohidrazidas poderiam atuar inibindo 

a 5-LO, impedindo a formação de leucotrienos e assim diminuindo a migração, 

principalmente, de neutrófilos ao local da lesão. Segundo Goulet e colaboradores 

(1994), na ausência de leucotrienos, outros produtos do metabolismo do AA não 

compensariam sua função de manter os neutrófilos no sítio de inflamação.  

Por sua vez os neutrófilos possuem um papel importante no 

estabelecimento da infecção por Leishmania, chegam primeiro no sítio de 

infecção e são o primeiro contato com parasito (Bogdan e cols., 1996), além de 

serem os principais componentes da imunidade inata na infecção por L. major 

(Beil e cols., 1992; Van Zandbergen e cols. 2002). O papel destas células na 

resistência/suscetibilidade às leishmânias ainda não é bem compreendido. Em 

camundongos suscetíveis BALB/c, a infecção por L. major é caracterizada por um 

processo inflamatório agudo com a permanência do elevado número de 

neutrófilos, enquanto em camundongos C57BL/6, que são resistentes a essa 

infecção, isso não ocorre (Beil e cols., 1992). Interessantemente, neutrófilos 

podem internalizar promastigotas, os parasitos sobrevivem, porém não se 

multiplicam e permanecem na forma promastigota (Muller e cols., 2001; Laufs e 

cols., 2002; Van Zandbergen e cols., 2004). Os neutrófilos parasitados são 

ingeridos por macrófagos, servindo de “vetor” do parasito, facilitando a infecção, o 

que foi chamado de efeito “cavalo de tróia”, porque protegidos nos neutrófilos, os 

parasitos não interagem com receptores de superfície dos macrófagos, logo estes 

não são ativados. Ou então, porque neutrófilos em apoptose induzem a produção 

de TGF-β, citocina que inibe a ativação do macrófago e direciona a resposta 

imunitária ao perfil Th2, perfil de suscetibilidade (Van Zandbergen e cols., 2004). 

Segundo Tacchini-Cottier e colaboradores (2004), neutrófilos contribuem para o 

desenvolvimento de lesões nos camundongos suscetíveis BALB/c. Desta forma, 
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os neutrófilos teriam seu papel relacionado à suscetibilidade. Assim, a diminuição 

de neutrófilos periféricos e no local da lesão em animais, infectados e tratados 

com os compostos testes, em relação àqueles infectados e sem tratamento, 

poderia indicar um efeito antiinflamatório destes compostos, que é benéfico para a 

resolução da lesão.  

Entretanto, estes compostos não são capazes de modular diretamente a 

expansão de qualquer subconjunto específico de linfócitos no linfonodo. 

Semelhante a outro estudo (Cardoso e cols., 2010), nossos resultados 

demonstraram uma expansão de células B no linfonodo de drenagem no local da 

infecção e em lesões cutâneas de camundongos CBA infectados com L. 

amazonensis. Contudo, o tratamento diminuiu a percentagem de células B 

presente na derme de camundongos infectados, mas não nos linfonodos. Alguns 

estudos apontam que as células B desempenham um papel negativo importante 

na leishmaniose (McMahon-Pratt & Alexander, 2004), especialmente no priming 

de células CD4 + T específicas (Wanasen e cols., 2008).  

O perfil de infecção por L amazonensis, ainda não é bem estabelecido. 

Segundo Lemos de Souza e colaboradores (2000),  em camundongos CBA 

suscetíveis  a infecção por L. amazonensis, se observou a produção de IL-4 e IL-

10, porém não de IFN-γ, em contraste com camundongos da mesma linhagem 

infectados com L. major que produzem IFN-γ e IL-10, mas não IL-4. Neste estudo, 

a expressão das citocinas IL-4, TGF-β e IFN-γ foram analisadas. A expressão de 

TGF-β e IFN-γ não mostraram-se diferentes, porém a expressão de IL-4 foi menor 

em camundongos tratados com o composto 1.  A citocina IL-4 pode ser 

considerada um fator de susceptibilidade à infecção por L. amazonensis 

(Guimarães e cols., 2006), pois está intrinsicamente relacionada ao envolvimento 

de células B na resposta imune à infecção por Leishmania, assim como seus 

anticorpos. Kima e colaboradores (2000), mostraram que camundongos JhD, que  

são incapazes de produzir anticorpos apresentaram um tamanho de lesão 

reduzido. Além disso, camundongos sem a cadeia FcR-γ mostraram redução da 

inflamação (Barnes e cols., 2002).  

Citocinas secretadas por linfócitos T também estão envolvidas na ativação 

de células B, induzindo anticorpos com isotipos diversos. A IL-4 induz a produção 

de anticorpos IgE e IgG1, perfil de susceptibilidade,  e inibe a produção de IgG2a, 
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IgG2b e IgG3. Po outro lado a presença de IFN-γ estimula a produção de IgG2a e 

IgG3, relacionados ao perfil de cura (Coffman e cols. 1988).  

As subclasses de anticorpos IgG anti-Leishmania mostram um interessante 

padrão de respostas Th1/Th2, redirecionando a resposta imune humoral em 

camundongos infectados com L. amazonensis e tratados com  os derivados 1 e 2 

das carbohidrazidas. Este fator pode ser considerado bastante importante, pois 

anticorpos específicos anti-Leishmania podem aumentar a captação de parasitos 

por macrófagos e células dendríticas e modular suas funções (Prina e cols.,2004). 

Entretanto, foi descrito (Deak e cols., 2010)  a ativação de células B como uma 

característica importante da patogênese da leishmaniose, o que pode significar 

um alvo para intervenção terapêutica. As citocinas envolvidas na ativação de 

células B e as subclasses de anticorpos envolvidos, podem ser cruciais na 

evolução da patogenese.  

O conjunto destes resultados indicam uma tendência para uma interação 

dos compostos com as células do sistema imune do organismo hospedeiro, 

inclusive porque esses compostos foram desenvolvidos agregando moléculas 

com diversas atividades biológicas conhecidas. Porém, alguns efeitos podem ser 

devido a ação leishmanicida dos compostos. Quando se diminui a quantidade de 

parasitos, se diminui a quantidade de estímulos ao sistema imunitário hospedeiro, 

e consequentemente pode-se alterar sua resposta. Ainda assim, os efeitos sobre 

o NO foram diretos ao hospedeiro, inclusive na ausência da infecção. Os dados 

presentes neste estudo podem conferir um perfil de antiparasitário e também um 

carater imunorregulador a estes compostos. 

Neste estudo foi confirmada a atividade leishmanicida de novas 1H-pirazol-

4-carbohidrazidas  e que o grupo imino presente nos produtos finais pode ser o 

principal responsável por esta atividade. O aumento da produção de NO em 

macrofagos, sugere uma atividade dos compostos sobre as células hospedeiras, 

que pode ser corroborado pela atividade de compostos precussores em 

amastigotas intracelulares, mas não em promastigotas. Extrapolando os 

resultados in vitro para o modelo in vivo, podemos correlacionar as alterações no 

local da lesão e aquelas relacionadas com o sistema imunitário com a interação 

dos compostos com o hospedeiro. Foi demonstrado que os camundongos CBA 

infectados com L. amazonensis e tratados com os derivados carbohidrazidas 
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tinham lesões cutâneas menores e mostrou estruturas intactas da epiderme e 

derme com pouco infiltrado inflamatório.  

Em termos gerais, a resolução da doença depende do sistema imunitário, 

onde seu papel é resumidamente ativar macrófagos infectados para eliminar os 

parasitos intracelulares. As carbohidrazidas exercem importantes efeitos 

terapêuticos através da sua ação leishmanicida, bem como através da 

imunomodulação, com potencial para seu uso na quimioterapia das 

leishmanioses. 
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5 - Conclusões 
 

• Os compostos precursores das carbohidrazidas não apresentaram 

atividade sobre as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Este 

dado ressalta a importância do grupamento imino presente nos compostos 

finais, que pode ser responsável pela atividade leishmanicida, porém os 

compostos derivados e intermadiários foram ativos na forma amastigota 

intracelular de Leishmania amazonensis; 

 

 

• Os compostos derivados carbohidrazidas pirazólicas (Br-NO2 e NO2-Cl) 

foram efetivos na redução da progressão da lesão e da carga parasitária 

do linfonodo drenante da lesão causada pela L. amazonensis em 

camundongo CBA; 

 

 

• Os grupos de animais, infectados e não-infectados, tratados com os 

compostos derivados carboidrazidas pirazólicas (Br-NO2 e NO2-Cl) não 

apresentaram toxicidade renal e hepática; 

 

 

• Ambos os compostos induziram um aumento da produção de NO in vitro e 

in vivo.  

 

• Os compostos Br-NO2 e NO2 – Cl, promoveram uma redução do número 

de polimorfonucleares e linfócitos no infiltrado inflamatório da lesão dos 

camundongos infectados com L. amazonensis; 
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• O conjunto de resultados apresentados indica que os derivados 

carbohidrazidas pirazólicas (Br-NO2 e NO2-Cl) atuam na imunomodulação 

da infecção de camundongos com Leishmania amazonensis, o que 

confirma a influencia destes sobre a célula hospedeira como um fator 

benéfico na resolução da infecção. 
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Estágio doutoral sanduíche. 

 

Durante o período de doutorado, foi realizado um estágio sanduíche no 

Instituto de Biomedicina Y Parasitologia López-Neyra ( Granada- Espanha), com 

bolsa concedida pelo CNPq. A proposta inicial deste estágio foi o 

desenvolvimento do projeto intitulado “Reparo de dano induzido por estresse 

oxidativo em DNA de fita simples em tripanosomatídeos”, cujo objetivo deste 

projeto foi avaliar um possível alvo terapêutico em Leishmania major. 

Alguns alvos terapêuticos têm sido identificados e mostram importância na 

pesquisa de novos fármacos. Esses alvos são moléculas biologicamente 

importantes ao parasito, que não estão presentes no hospedeiro. Desta maneira, 

podemos citar: a) microtúbulos do parasito, o composto trifluralin tem mostrado 

atividade, por romper estruturas do microtúbulo e inibir a proliferação de 

Leishmania sp. (Croft e Coombs, 2003); b) dihidrofolato redutase, enzima que 

participa do metabolismo de folatos e é diferente no hospedeiro (Croft e Coombs, 

2003); c) cisteína proteinases, enzimas que estão relacionadas com a 

multiplicação e virulência de algumas espécies do parasito (Coombs & Mottram, 

1997); d) tripanotiona redutase (TR), enzima envolvida na sobrevivência do 

parasito, atuando como um sistema de detoxificação (Fairlamb e cols; Castro-

Pinto e cols., 2007).  

 A maior ou menor sensibilidade dos parasitos e em particular dos 

tripanosomatídeos aos danos oxidativos, desperta bastante interesse como alvo 

terapêutico. A expressão aumentada da TR e a consequente neutralização do 

peróxido de hidrogênio tem sido bastante estudada. Outro mecanismo, ainda 

pouco explorado, seria a capacidade de reparo dos danos causados ao DNA, 

através da atividade das AP-endonucleases.  

De forma geral, as principais lesões em DNA são geradas pela interação  

deste com espécies reativas de oxigênadas (ROS). Em mamíferos foram 
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descritos alguns mecanimos de reparo deste dano. Entre eles o mecanismo que 

envolve a atuação das endonucleases de sitios apirimidinico/apurinico(AP).  

Quando o DNA sofre danos por ROS, há a formação de um DNA de fita 

única com extremidades 3'-final modificadas. Para iniciar o reparo, enzimas 

glicosilases removem esse dano pela hidrolise da extremidade N- glicosil  

tornando esse sitio um fosfoglicolato 3'-(3'-PG) ou 3'-fosfato ( 3'-P) (Demple e 

cols., 1986), ou seja um sitio apirimidinico ou apurinico, de acordo com a base 

nitrogenada afetada (figura 5).  Este é reconhecido por uma enzima AP 

endonuclease (Demple & Harrison, 1994). 

Em células de mamíferos, a AP endonuclease 1 (APE1) é a principal  

enzima com atividade na remoção das extremidades 3'-PG em DNA de fita única 

para gerar términos 3'-hidroxila, desempenhando assim um papel vital no reparo 

do DNA e estabilidade do genoma (Parson e cols., 2004). A APE1 é um gene 

essencial em células de mamíferos. Camundongos knockout para Ape1 

mostraram letalidade embrionária (Xanthoudakis & Curran, 1992), enquanto a 

redução da APE1 produz uma acumulação de sítios abásicos no DNA, impede a 

proliferação de células e provoca a morte celular por apoptose (Fung & Demple, 

2005).  

Em tripanosomatídeos foi descrito um gene homólogo ao gene humano 

Ape1: o lmap de Leishmania major. Este gene homólogo codifica para uma 

proteína com atividade enzimática AP-endonuclease: 3’-fosfodiesterase e 3’-

fosfatase e quando expresso em Escherichia coli, mostrou sua associação com a 

resistência em L. major  a agentes oxidantes (Perez e cols., 1999; Gallego e cols., 

2005; Vidal e cols. 2007), mostrando seu importante papel na proteção do DNA. 

Os resultados recentes indicam que lmap possui uma atividade anormalmente 

elevada de 3'-fosfodiesterase, que corrige eficientemente os dois tipos de danos 

ao DNA (3-PG ' e 3'-P), iniciando assim a reparação do DNA de fita simples. Os 

dados sugerem que lmap deve ter um papel importante na sobrevivência dos 

parasitos tripanosomatídeos, após a sua exposição ao ambiente altamente 

oxidativo no interior dos macrófagos  do hospedeiro.  

Interessantemente, a análise estrutural do gene lmap e modelagem 

molecular do complexo DNA-enzima revela um alto grau de conservação de 

homólogos anteriormente caracterizados apenas com sutis diferenças na 

geometria do sítio ativo (Vidal e cols., 2007).   



 
_________________________________________________________________________ 

 144

Neste sentido, foi construida uma proteína LmAP com um resíduo (Alanina 

138D) ausente em APE1 humano que desempenha um papel específico no 

reparo de quebras de fita. Mutações que afectam este resíduo (ou seja, A138D) 

reduzem a atividade 3'-fosfodiesterase (resultados não publicados) desta enzima. 

Este achado revela que existem diferenças funcionais e estruturais entre o 

parasito e a enzima humana, que podem ser exploradas no desenho racional de 

inibidores seletivos desta enzima. Para isso se torna interessante conhecer a 

função biologica desta enzima no parasito, explorando sua função e importâcia 

para tripanosomatideos de forma geral.  Os parasitos da espécie T. brucei, 

apresentam um gene homólogo ao lmap: o gene tbap que pode ser um excelente 

modelo para o estudo desta enzima. 

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel biológico da AP endonuclease 

de tripanosomatídeos e sua possível validação como alvo farmacológico, 

possibilitando o desenvolvimento de novos compostos para o tratamento destas 

enfermidades. Este estudo é uma parte notável que complementa o trabalho de 

tese que trata de novos compostos sintéticos com atividade anti-

tripanosomatideos, uma vez que a compreensão das vias metabólicas exclusivas 

dos parasitos é extremamente importante no desenvolvimento de novos 

quimioterápicos.  

A criação ou tentativa de obtenção de um parasito knockout em geral, e é 

uma boa estratégia para observar a função biológica de uma enzima, e neste 

caso também para a validação como alvo terapêutico, uma vez que se observará 

as conseqüências da ausência da mesma. 

Para observar a importância o papel biológico da AP endonuclease, foi 

desenvolvido um parasito que teve esse gene substituído. O trabalho inicial era 

direcionado a substituição em parasitos de Leishmania major, entretanto por 

dificuldades técnicas, foi substituído pelo Trypanosoma brucei, como uma 

primeira etapa, pois a técnica que envolve seu manuseio é bem estabelecida, 

enquanto em Leishmania, o protocolo ainda apresenta muitas dificuldades. O 

“knockout” em leishmania se tornou uma etapa posterior do trabalho. 

Para a geração de parasitos de T. brucei “knockout” foram elaborados 

plasmídeos com UTRs (regiões não codificantes do gene) mais um gene de 

resistência a antibióticos, que poderia ser blasticidina, higromicina ou puromicina. 

Os genes foram transfectados por eletroporação para cultura de células em 



 
_________________________________________________________________________ 

 145

estágio procíclico (linhagem 449) e sanguíneo (linhagem S16) e selecionados, 

com antibióticos. Deste modo, foram obtidos 12 clones simples e 12 clones “duplo 

knockout” em procíclicos e 4 clones simples e 2 clones “duplo knockout” em 

sanguíneos.  

A confirmação molecular foi feita através de amplificações por PCRs dos 

genes de resistência aos antibióticos e foi visto que estão integrados ao genoma 

do parasito em todos os clones (Figura 1 e 2). Outro PCR foi realizado para o 

próprio gene de TbAP, que foi negativo em “duplo knockout”,  para descartar a 

possibilidade de que o plasmídeo não tenha sido inserido corretamente e ratificar 

a ausência do gene TbAP (Figura 3). Foi utilizada também a técnica de “southern 

blot”, e foi observado que a substituição gênica estava correta.  Foram realizados 

“western blots”, e para isso, previamente foram produzidos anticorpos anti-TbAP 

imunizando coelhos com a proteína TbAP. O anticorpo foi purificado e mostrou 

alta especificidade. Nos testes de “western blot” foram observadas, a diminuição 

da expressão da proteína em “simples knockout” e a ausência em “duplo 

knockout.”  

Em testes enzimáticos, nos quais foram usados substratos específicos 

marcados radioativamente, foi observado que as atividades endonuclease 3’-

fospfodiesterase e 3’-fosfatase estão ausentes em clones “duplo knockout”.  

Foi feito o acompanhamos da curva de crescimento dos parasitos que 

foram confirmados como simples e “duplo knockout”. Em procíclicos os parasitos 

que não possuem esse gene crescem 30 % mais lentos que o “wild type”. Em 

sanguíneo a ausência do gene é ainda mais notada, sendo que nos “simples 

knockout”, há uma diminuição de 30% e em “Duplo” chega a crescer 10 vezes 

menos que o “wild type”, tendendo a morte depois de algumas passagens (Figura 

3). Foram feitas tentativas de reverter esse fenótipo de crescimento, através da 

transfecção de um plasmídeo com uma copia ectópica do gene TbAP. Neste 

sistema, a expressão da enzima pode ser regulada através de estímulos com 

doxiciclina. Entretanto, não foram observadas alterações no crescimento, o que 

pode ser explicado pelo fato de que estes parasitos já terem acumulado muitos 

danos em seu DNA, que não puderam se revertidos.  

Foi utilizado o FACs para analisar possíveis alterações no ciclo celular.  Foi 

observado que os parasitos deficientes têm um deslocamento de todo o ciclo à 

esquerda, indicando uma perda de material genético, porém os resultados não 



 
_________________________________________________________________________ 

 146

são conclusivos, sendo necessários outros testes para avaliar que fase do ciclo 

está prejudicada.  Os parasitos também foram analisados por microscopia 

confocal e foi confirmada localização nuclear desta enzima.  Não foi observada 

sua presença no kinetoplasto. 

 Apesar de não ser essencial, ou seja, o parasito consegue sobreviver na 

ausência da TbAP, este se mostra muito frágil. Testes a serem continuados pelo 

grupo estrangeiro pretendem avaliar a resistência destes parasitos a agentes 

genotóxicos e as alterações na infectividade e resistência no organismo 

hospedeiro. Deste modo, poderemos futuramente de acordo com os resultados 

validá-lo ou não como alvo terapêutico. 
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Figura 1 -  A integração do gene BSD foi confirmada por ensaios de PCR. Pode-

se observar duas bandas de 1260 kb e 1396 kb correspondentes, 

respectivamente a região 5’ UTR do gene tbap seguido de um pequeno fragmento 

5’ do gene BSD; e  um fragmento 3’ do gene BSD mais a região 3’ UTR. Os 

primers utilizados estão indicados no desenho esquemático por setas (4863N, 

4864N, 4865N, 4866N). Foram analisados parasitos procíclicos (449) e 

sanguícolas (S16) de T. brucei selvagens (+/+), simplies knockout (+/-) e duplo 

knockout (-/-). Dos grupos analisados, foi observada em simples e duplo knockout 

a presença de bandas correspondentes a BSD.  
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Figura 2 - A integração do gene HYR foi confirmada por ensaios de PCR. Pode-se 

observar duas bandas de 1613 kb e 2145 kb correspondentes, respectivamente a 

região 5’ UTR do gene tbap seguido de um pequeno fragmento 5’ do gene HYR; e  

um fragmento 3’ do gene HYR mais a região 3’ UTR. Os primers utilizados estão 

indicados no desenho esquemático por setas (4863N, 3467N, 3466N, 4866N). 

Foram analisados parasitos procíclicos (449) e sanguícolas (S16) de T. brucei 

selvagens (+/+), simplies knockout (+/-) e duplo knockout (-/-). Dos grupos 

analisados, foi observada somente em simples e duplos knockout, a presença de 

bandas correspondentes a presença de HYG.  
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Figura 3 - A ausencia do gene TbAP foi confirmada por ensaios de PCR em 

parasito duplo knockout. Pode-se observar uma banda de 1191 kb Os primers 

utilizados estão indicados no desenho esquemático por setas (Ase I, TBAP). 

Foram analisados parasitos procíclicos (449) e sanguícolas (S16) de T. brucei 

selvagens (+/+), simples knockout (+/-) e duplo knockout (-/-). Dos grupos 

analisados, foi observada somente em selvagens e simples knockout a presença 

de banda correspondente a presença de TbAP.  
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