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RESUMO 

 

A busca por tratamento da LTA com drogas de fácil administração, baixa toxidade e 

com maior eficácia terapêutica é o objeto de estudos que visam à cura da doença. A 

falta de resposta em alguns casos e os efeitos adversos geraram a necessidade de 

uso das drogas de segunda linha, do reposicionamento de fármacos, de terapias 

tópicas, e de associação de medicamentos, a fim de aumentar a eficácia do 

tratamento. Diante desse cenário, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficácia, 

efeitos adversos e ação imunomoduladora da associação da miltefosina (M) com a 

pentoxifilina (P) orais e da terapia fotodinâmica com hidrogel de Magonia pubescens 

carregado com C-dots (TFD) no tratamento da LC em camundongos BALB/c 

infectados com L. (V.) braziliensis. Para isso, a metodologia baseou-se em estudo 

experimental in vivo, no qual foram utilizados 54 camundongos fêmeas da espécie 

Mus musculus divididos em nove grupos, e tratados com as seguintes terapias e 

associações: M, P, TFD, M+P, P+TFD, M+TFD e MPTFD. Os critérios de avaliação 

de eficácia foram aspirados das lesões, pesquisa de amastigotas, diluição seriada e 

MTT, quantificação de parasitos por qPCR, medição de patas, pesagem de animais, 

exames bioquímicos e imunológicos. Os resultados demonstraram que a associação 

M+P+TFD, foi relativamente satisfatória. A associação P+TFD parece ser mais eficaz 

que o tratamento apenas com P, e estatisticamente semelhante ao tratamento com 

TFD. A miltefosina isolada, parece ser mais eficaz quando comparada aos outros 

tratamentos. A pentoxifilina isolada apresentou resultados semelhantes ao grupo CP. 

A TFD parece ter maior eficácia do que o tratamento com pentoxifilina. A qPCR 

mostrou-se eficiente para quantificar o número de parasitos. A associação P+TFD, no 

que tange à produção de óxido nítrico, apresentou relevância significativa e influência 

imunomoduladora, no tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. 

braziliensis. Em conclusão, ressalta-se a importância da associação de drogas e 

novas metodologias, visto que alguns resultados podem se tornar opção de 

tratamento. Entretanto, trabalhos futuros são necessários, utilizando um número maior 

de animais para que as terapias possam ser analisadas mais detalhadamente. 

 

Palavras-chaves: Leishmaniose cutânea; Terapia Fotodinâmina; C-dots; Carbon 

Dots; hidrogel; miltefosina; pentoxifilina; Magonia pubescens. 

 



ABSTRACT 

 

The search for treatment of ATL with drugs of easy administration, low toxicity and with 

greater therapeutic efficacy is the object of studies aimed at curing the disease. The 

lack of response in some cases and the adverse effects generated the need to use 

second-line drugs, drug repositioning, topical therapies, and drug combinations in 

order to increase the effectiveness of the treatment. Given this scenario, the objective 

of this study was to evaluate the efficacy, adverse effects and immunomodulatory 

action of the association of oral miltefosine (M) with pentoxifylline (P) and 

photodynamic therapy with Magonia pubescens hydrogel loaded with C-dots (PDT) in 

the treatment of CL in BALB/c mice infected with L. (V.) braziliensis. For this, the 

methodology was based on an in vivo experimental study, in which 54 female mice 

of the Mus musculus species were divided into nine groups and treated with the 

following therapies and associations: M, P, PDT, MP, PTFD, MTFD and MPTFD. 

Efficacy evaluation criteria were aspirated from lesions, investigation of amastigotes, 

serial dilution and MTT, quantification of parasites by qPCR, measurement of paws, 

animal weighing, biochemical and immunological tests. The results showed that the 

MPTFD association was relatively satisfactory after six days of treatment. PTFD 

combination appears to be more effective than P-only treatment, and also appears to 

be more effective than PDT-only treatment. The MP combination appears to be more 

effective than miltefosine alone. Pentoxifylline alone showed similar results to the CP 

group. PDT appears to be more effective than pentoxifylline treatment. qPCR proved 

to be efficient to quantify the number of parasites. The association P+PDT, regarding 

the production of nitric oxide, showed significant relevance and immunomodulatory 

influence, in the treatment of BALB/c mice infected with L. braziliensis. In conclusion, 

the importance of the association of drugs and new methodologies is emphasized, 

given the possibility of increasing the chances of cure in ATL. However, it is 

recommended in future works the comparison of the MTT technique in relation to 

qPCR, in order to reassess whether the reduced number of animals may have 

influenced different results, especially with regard to the sensitivity of the method. 

 

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Photodynamic Therapy; C-dots; Carbon Dots; 

hydrogel; miltefosine; pentoxifylline; Magonia pubescens. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES 

 

As leishmanioses são antropozoonoses causadas por protozoários do gênero 

Leishmania e causam grande impacto na saúde pública, por representarem um 

complexo de doenças com amplo espectro clínico e diversidade epidemiológica. 

Estima-se que 350 milhões de pessoas estejam expostas ao risco de contrair a 

doença com registro aproximado de dois milhões de novos casos das diferentes 

formas clínicas ao ano (1).  

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), as leishmanioses 

estão entre as seis doenças infecciosas mais importantes que acometem populações 

negligenciadas. A Leishmaniose Visceral (LV) apresenta-se de forma sistêmica e é 

altamente letal quando não tratada, e a Leishmaniose Tegumentar (LT) está 

associada à capacidade de produzir deformidades, estando mais associada às lesões 

desfigurantes e estigmatizantes (2).  

No Brasil, no período de 2000 a 2013, a Leishmaniose Tegumentar Americana 

(LTA) apresentou média anual de 24.694 casos registrados e coeficiente médio de 

detecção de 13,5 casos por 100 mil habitantes. Neste período, observou-se uma 

tendência de redução da endemia, passando de um coeficiente de detecção de 20,3 

casos por 100 mil habitantes no ano 2000 para 9,1 casos em 2013 (3). Outra análise 

da distribuição de casos de LC foi realizada durante o período 2001 a 2017, e 

constatou o registro de 379.571 casos no Brasil, com incidência média de 11,86 casos 

por 100 mil habitantes, corrobora com dados anteriores, demonstrando a redução do 

número de casos (4) . 

Entretanto, no ano de 2020, o Brasil esteve entre os sete países (Afeganistão, 

Argélia, Colômbia, Iraque, Paquistão e República Árabe Síria), que registrou 6.000 

novos casos de Leishmaniose Cutânea (LC), representando  mais de 80% dos casos 

globais (5).  

De acordo com a Organização Pan Americana da Saúde, a pandemia de 

COVID-19 afetou diretamente as ações de vigilância e controle das leishmanioses, 

destacando o impacto da nas ações de busca ativa, detecção precoce e tratamento 

de casos, bem como em outras atividades de campo (6). Entretanto, em 2020, diante 
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da pandemia, foi possível constatar um aumento de consultas clínicas com 

diagnóstico de LT no Brasil, em comparação ao período pré-pandemia entre 2017 a 

2019, ressaltando que ocorreu em todas as regiões do país e mais significativamente 

nas regiões Norte e Centro-Oeste (7). 

 

 

1.2 TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES 

 

A LTA pode se apresentar nas formas cutânea (LC), disseminada (LD), difusa 

(LCD) e mucosa (LM). O tratamento precoce melhora o prognóstico da LTA para a 

LC, apresentando níveis maiores de cura (8)(9). A busca por formas de tratamento 

com drogas de fácil administração, baixa toxidade e com maior eficácia terapêutica é 

o objeto de estudos que visam à cura da LTA. Os medicamentos existentes, os 

padronizados pelos órgãos governamentais de saúde, não oferecem essa facilidade 

de uso e a eficiência desejada. A toxicidade oferecida pelas atuais medicações 

empregadas é a principal causa da necessidade de se buscar novas alternativas para 

se alcançar a cura. Estes fatos justificam as pesquisas sobre o uso de novas drogas, 

assim como estimulam o emprego de novos esquemas terapêuticos com drogas ou 

medicações já usadas contra a LTA (10).  

O tratamento de LTA induz diferentes respostas nos pacientes, uma está 

relacionada com a espécie do parasita, a outra com a condição imunológica do 

indivíduo e com o estado de saúde geral do paciente tratado, por isso, é importante 

salientar que é necessário observar a forma clínica da doença para o correto uso da 

medicação (11).  

O antimonial pentavalente (SbV) N-metil glucamina (NMG) é a droga de 

primeira linha no Brasil para tratamento de LTA e a principal opção terapêutica (12), 

porém, a avaliação cardíaca é necessária visto que se trata de uma droga com 

potencial cardiotóxico (13). Entretanto, há constatação de que as lesões tratadas com 

este medicamento podem aumentar de diâmetro nas primeiras semanas de exposição 

à droga, ocorrendo uma diminuição significativa das úlceras no fim do tratamento (14).  

A falta de resposta adequada em alguns casos e os efeitos adversos geraram 

a necessidade de uso das drogas que foram padronizadas como a de segunda linha 

contra a LTA, como a anfotericina B lipossomal, a miltefosina e a pentamidina, 

também indicadas nos casos de resistência ou impossibilidade de uso do SbV. Estas 
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possuem a limitação de apresentarem alto custo, necessitarem de mais recursos 

técnicos nos serviços de saúde onde utilizados e também apresentarem efeitos 

adversos graves frequentes (3,15). Além disso, a possibilidade de usar apenas drogas 

orais no tratamento da LTA facilitaria a administração dos medicamentos e aumentaria 

a adesão ao tratamento (16). 

Além das drogas de primeira e segunda linha, trabalha-se testando drogas que 

já foram aprovadas para outros fins para tratar a leishmaniose. Esta prática conhecida 

como reposicionamento de fármacos é utilizada para experimentar medicamentos já 

existentes no tratamento de uma ou mais doenças para o qual a droga foi 

desenvolvida, uma opção que pode apresentar resultados promissores (15,17).  

 

 

1.2.1 Miltefosina 

 

A Miltefosina (M) é uma droga que age contra a Leishmania e células tumorais, 

induzindo a apoptose e alterando as vias de sinalização celular mediadas por lipídeos. 

A droga pode causar efeitos adversos, como vômitos e diarreias, aumentar os níveis 

sanguíneos de transaminases, bem como elevar a uremia e creatininemia (18). 

Estudos indicam boa atividade leishmanicida nos testes in vitro sobre formas 

promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) 

braziliensis. Formas promastigotas da espécie L. (L.) amazonensis foram as mais 

sensíveis. Estudos apontam que a miltefosine teve eficácia superior ao N-metil 

glucamina tanto nos estudos in vitro, quanto na pesquisa in vivo (19). A miltefosina 

também foi eficaz experimentalmente in vivo, utilizando camundongos BALB/c, contra 

um isolado de L. (L.) amazonensis� de um paciente brasileiro com LCD (20). Esta 

eficácia foi comprovada após o acompanhamento clínico dos animais por 15 semanas 

após o tratamento, que não mostrou sinais de recidiva da doença (21). Pode ser 

considerada a primeira droga oral com sucesso no tratamento de LTA (22,23).  

Um recente estudo que avaliou a associação da miltefosina oral e antimoniais 

pentavalentes associados à pentoxifilina (P) para o tratamento de 43 pacientes com 

LTA, mostrou que a combinação oral de M+P tem uma taxa de cura equivalente à da 

SbV+P intravenosa tradicional nesta população, satisfatoriamente apresentando 

menos efeitos adversos. Entretanto, sugere-se que mais estudos com número maior 
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de pacientes e maior tempo de acompanhamento sejam realizados para avaliar este 

tipo de tratamento oral (24). 

 

 

1.2.2 Pentoxifilina 

 

A Pentoxifilina é uma droga de ação vasodilatadora utilizada no tratamento de 

insuficiência vascular periférica, doenças cerebrovasculares, e tem sido utilizada 

experimentalmente no tratamento de algumas doenças inflamatórias por ter uma ação 

inibitória sobre o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), atenuando a resposta imune e 

diminuindo a inflamação tecidual (25–27).  

Evidências científicas sobre o uso da pentoxifilina no tratamento da LM, que 

incluíram pacientes infectados por L. braziliensis, mostraram que a terapia com 

pentoxifilina associada ao SbV levou a uma taxa de cura maior e mais rápida das 

lesões do que a terapia com o antimonial isolado (28). Quando a associação de 

pentoxifilina com SbV foi utilizada para tratar pacientes com LC, não foi observada 

uma maior taxa de cura, entretanto, os níveis de TNF e IFN-γ diminuíram 

significativamente quando comparado ao tratamento com SbV e placebo (29). 

Ao avaliar experimentalmente a eficácia da miltefosina associada à pentoxifilina 

comparada apenas à miltefosina, no tratamento da LC em camundongos C57Bl/6, 

constatou-se via teste colorimétrico que a associação M+P é mais eficaz que a 

administração da miltefosina isoladamente (18).   

 

 

1.2.3 Terapia fotodinâmica e os Carbon quantum dots (C-dots) 

 

Estudos utilizando a Terapia Fotodinâmica (TFD) com laser (luz vermelha com 

comprimento de onda de 670nm) em camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) 

amazonensis apresentaram resultados significativos quanto à eficácia da terapia 

associada com ftalocianina de cloro-alumínio lipossomal e miltefosina. No entanto, os 

resultados foram limitados, visto que a toxicidade in vivo não foi avaliada e o 

mecanismo de ação dessa modalidade terapêutica também precisa ser melhor 

investigada (30). Atualmente, a TFD vem sendo aplicada, utilizando agentes 
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fotossensibilizantes associados à luz azul (comprimento de onda de 417nm), no 

tratamento contra células cancerígenas, queratoses actínicas e fotoenvelhecimento, 

visto que esse tipo de luz tem excelente depuração das lesões alvo e não afeta o 

número de células de Langerhans ou danifica oxidativamente o DNA da pele tratada, 

o que geralmente ocorre na TFD com a luz vermelha (31). 

Os Carbon quantum dots (C-dots), que são nanotubos de carbono com 

propriedades fotoluminescentes, despertam interesse crescente por possuírem 

benefícios distintos, como inércia química, baixo fotobranqueamento, baixa 

citotoxicidade, baixo custo, fácil preparação e excelente biocompatibilidade, podendo 

ser considerados excelentes nanodots semicondutores (32). Além disso, os C-dots 

exibem fluorescência dependendo do comprimento de onda de excitação, isso quando 

revestidos em papel, fibras vegetais, pelos de animais, penas e pele, e podem 

inclusive serem usados para distinguir produtos biológicos de produtos sintéticos (33). 

A emissão é dependente de excitação, e o comprimento de onda do pico pode ser 

ajustado em toda a janela visível, de 400 a 750nm (34), e quando se trata de meios 

biológicos, é essencial que as radiações utilizadas não sejam detentoras de altas 

energias, visto que são nocivas aos tecidos (35). Complementarmente, um estudo 

demonstrou que os C-dots apresentam fotoluminescência UC, ou seja, quando 

excitados por radiações da região do infravermelho, emitem luz em comprimento de 

onda menor que o infravermelho, conferindo-lhes potencial para uso no 

desenvolvimento de novos compósitos fotocatalizadores e células solares, e 

principalmente para aplicações em meio biológico (36). 

Estudos de toxicidade realizados em plantas demonstraram que os C-dots 

foram permeáveis às células e não impediram o seu crescimento. Em camundongos, 

que receberam C-dots em solução aquosa durante cinco semanas, todos 

sobreviveram e nenhum exibiu qualquer sintoma de anorexia ou outros sintomas 

clínicos, como perda de pelo, escaras, vômitos ou diarreia, nem apresentaram 

qualquer comportamento violento ou letárgico, características semelhantes 

observadas no grupo controle que recebeu água normal (33). Outros estudos de 

toxicidade foram conduzidos por outros grupos de pesquisa, e todos os resultados 

sugerem que os C-dots têm pouca ou nenhuma toxicidade (37,38), e poderiam 

possivelmente ser usados como um novo tipo de tinta fluorescente biocompatível (33). 

Ademais, os C-dots vêm sendo usados, com sucesso, no carreamento de 

fármacos (39), inclusive no tratamento contra câncer (40), e neste caso, sugere-se o 
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potencial dessas nanopartículas como agente de terapia imunológica para o 

tratamento de câncer de pele (41).  

Além disso, há registro do uso de pomadas antiparasitárias baseadas em um 

nanocompósito de C-dots e de C-dots associados com gallium (Ga) em camundongos 

infectados com Leishmania sp. e que apresentaram atividade leishmanicida e não 

tóxica (42). Contudo, a avaliação da eficácia e toxicidade dos C-dots, neste estudo 

com a proposta de serem ativados pela luz azul, possibilitaria a utilização dessas 

formulações para o tratamento de LC. 

 

 

1.3 ASPECTOS IMUNOLÓGICOS  

 

 Sabe-se que algumas citocinas pró ou anti-inflamatórias estão associadas às 

respostas do hospedeiro quando acometido pela leishmaniose, e estão relacionadas 

respectivamente, no controle ou exacerbação da infecção. Entretanto, é relevante o 

estudo de outros mediadores inflamatórios e marcadores de estresse, visto a 

necessidade de outros biomarcadores para leishmaniose (43). 

 O óxido nítrico é uma espécie reativa de nitrogênio produzido por  macrófagos, 

células endoteliais e outras células do sistema imunitário por meio da enzima óxido 

nítrico sintase (NOS), e é importante para os mecanismos de defesa de qualquer 

organismo, pois trata-se de uma molécula mensageira inter e intracelular com 

importantes funções biológicas, inclusive antimicrobiana e antiparasitária (44–47). 

 Além disso, o óxido nítrico atua na manutenção da homeostase, inibindo a 

ativação das células endoteliais, modulando a expressão de moléculas de adesão e 

a função plaquetária. Essas moléculas podem regular funções do sistema imunitário, 

incluindo a inibição da proliferação celular de células T e B, a adesão e rolamento de 

leucócitos no endotélio microvascular e a produção de citocinas (44–48). 

 A produção de superóxido e óxido nítrico (NO) individualmente tem sido 

associada ao desenvolvimento de várias doenças, e as interações entre eles podem 

ser importantes na patologia da doença, visto que o equilíbrio entre os dois é um 

determinante crítico na etiologia de muitas doenças humanas, incluindo aterosclerose, 

doença neurodegenerativa, isquemia-reperfusão e câncer, e na leishmaniose (49–52). 
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Outro fator importante, é que a produção sustentada de NO confere aos 

macrófagos atividade citostática ou citotóxica contra vírus, bactérias, fungos, 

protozoários, helmintos, e células tumorais (53). 

Estudos demonstram que o óxido nítrico tem sido implicado diretamente na 

atividade leishmanicida dos macrófagos, importantíssimo para conter amastigotas 

intracelulares estabelecidas, e consequentemente, na resolução da doença (51,54). 

Adicionalmente, seus oxidantes derivados podem desempenhar papéis importantes 

no combate ou no agravamento dos processos da doença (49). 

Há relatos de que moléculas inflamatórias foram expressas em lesões cutâneas 

de camundongos C57BL/6 e BALB/c durante diferentes fases de infecção na LC, 

sugerindo que podem ser fatores preditivos para controle de leishmaniose murina (43). 

Experimentalmente, camundongos BALB/c (suscetíveis) e uma linhagem A/J 

(resistentes) foram infectados subcutaneamente na pata traseira com promastigotas 

de Leishmania amazonensis e formaram-se lesões em diferentes localidades para 

cada linhagem. Em BALB/c, foram encontradas na medula óssea, tendão, anexos 

cutâneos e linfonodos regionais. Em camundongos A/J as lesões foram bem 

localizadas, apresentando fibrose, infiltração linfocítica e macrofágica. Neste caso, a 

microscopia demonstrou que não havia destruição notável de leishmânias dentro de 

macrófagos de qualquer linhagem de camundongo. No entanto, nos camundongos 

A/J, os macrófagos parasitados eram frequentemente necróticos, e as leishmânias 

eram vistas livres no tecido intersticial, o que pode auxiliar na interpretação da 

patogênese da LC (50). 

Em pesquisa que monitorou a formação de óxido nítrico durante o curso da 

infecção por L. amazonensis em tecidos de camundongos BALB/c e camundongos 

C57BL/6 (relativamente resistentes), foi possível constatar a formação de NO e 

agentes nitrantes derivados dentro de macrófagos localizados nas lesões do coxim 

plantar das duas linhagens, com produção máxima acontecendo em diferentes 

estágios da infecção. Ao avaliar o aumento tardio da síntese de NO, detectado nos 

camundongos BALB/c, verificou-se que esse fato não elimina os parasitos e parece 

contribuir para o estabelecimento de infecções secundárias (52). Os achados 

anteriores corroboram com resultados obtidos em outros estudos, os quais 

demonstram que a produção local de NO em macrófagos é um mecanismo de defesa 

importante para a eliminação de patógenos intracelulares (53,55,56). 
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Recentemente, o uso de nanopartículas de quitosana liberadoras de óxido 

nítrico (NONPs) foi investigado experimentalmente em relação ao uso no tratamento 

de LC, indicando seu potencial in vitro contra Leishmania amazonensis (57). A 

produção de óxido nítrico também foi avaliada em promastigotas de Leishmania 

amazonensis e Leishmania braziliensis por meio de quantificação em citometria de 

fluxo, demonstrando que há uma diferença significativa na produção desta molécula 

entre as duas espécies de Leishmanias (58). A indução de óxido nítrico em macrófagos 

peritoneais por um derivado de triazol, que possui atividade antileishmania, melhora 

sua eficácia na infecção in vitro por Leishmania amazonensis (59).  

Em relação às organelas corpúsculos lipídicos, sabe-se que são ricas em 

lipídios e estão presentes nas células de quase todos os organismos, abrangendo 

animais, plantas e leveduras. São moléculas sinalizadoras de vias intracelulares, 

possuem a capacidade de desencadear respostas fisiológicas importantes, e estão 

aumentadas em macrófagos, neutrófilos, eosinófilos e células endoteliais presentes 

nos processos inflamatórios (47,60,61). 

Quanto às infecções relacionadas à leishmaniose, experimentalmente foi 

observado acúmulo de corpúsculos lipídicos nos macrófagos peritoneais na infecção 

murina por Leishmania amazonensis (47,62), e por Leishmania infantum (63).  

A formação de gotículas lipídicas, sua localização e dinâmica durante a 

infecção por macrófagos por Leishmania major foi avaliada experimentalmente, e foi 

possível constatar a habilidade de L. major para desencadear o acúmulo dessas 

gotículas em macrófagos.  Além da produção de corpúsculos lipídicos, os macrófagos 

podem aproveitar essas fontes de alta energia na defesa contra a infecção parasitária 

(64).  

Diante o exposto, sugere-se a relevante avaliação da influência 

imunomoduladora das drogas miltefosina, pentoxifilina, TFD, e associações, utilizadas 

no tratamento de camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis, 

sobre mecanismos do sistema imunitário inato, por meio da capacidade fagocitária, 

produção de óxido nítrico e expressão de corpúsculos pelos monócitos de 

camundongos saudáveis. 
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1.4 NOVAS PERSPECTIVAS PARA O TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES 

 

Os avanços obtidos no tratamento das leishmanioses, sobretudo no que tange 

aos objetivos do presente trabalho, impulsiona a necessidade de se investigar o 

reposicionamento de fármacos existentes, para que possam ser empregados no Brasil 

a fim de tornar mais fácil através da ingestão oral e tratamento tópico propiciando o 

aumento à adesão ao tratamento de pacientes portadores de LTA.  

Trabalhos experimentais in vivo utilizaram as drogas pentoxifilina e miltefosina 

no tratamento de camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) amazonensis, por 

esse motivo, neste estudo optou-se pela infecção de outra linhagem de camundongos 

BALB/c, e outra cepa do parasito, a L. (V.) braziliensis, pois estas ainda não haviam 

sido avaliadas experimentalmente com o tipo de medicação proposta (18,30). Além 

disso, a L. (V.) braziliensis predomina no cenário epidemiológico do Centro-Oeste do 

país (65), é a espécie que mais acomete pessoas infectadas que buscam tratamento 

no Distrito Federal (DF) e a mais largamente distribuída no Brasil e nas Américas (66).  

Adicionalmente, com a intenção de ampliar as opções de tratamento da LC 

causada por L. (V.) braziliensis, foi utilizado neste estudo um hidrogel formulado a 

partir da biomassa natural de Magonia pubescens, um fruto do cerrado brasileiro, 

popularmente conhecido como Tingui, já conhecido pela medicina popular para tratar 

úlceras originadas por picadas de insetos. A grande vantagem deste hidrogel na 

aplicação médica, é pelo fato de ser biocompatível e atóxico, podendo ser aplicado 

como uso tópico ou uso interno, além de ser biodegradável e de baixo custo (67,68). 

Os extratos de M. pubescens foram testados em diferentes concentrações em 

culturas de formas promastigotas de L. amazonensis, demonstrando capacidade 

leishmanicida com ação inibitória do crescimento de promastigotas (69). 

O extrato de M. pubescens possui capacidade antiparasitária, apresentando 

toxicidade para o controle de Rhipicephalus sanguineus devido ao seu potencial 

larvicida (70),  fator relevante visto que foram isoladas promastigotas de Leishmania 

infantum viáveis nesta espécie de carrapato (71). 

Diante das possibilidades de uso e pela ação promissora da M. pubescens, o 

hidrogel foi carregado com C-dots e utilizado de forma tópica no tratamento 

experimental de LC em camundongos BALB/c, a fim de analisar possível eficácia no 

tratamento da doença. 
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar a eficácia, efeitos adversos e ação imunomoduladora da associação da 

miltefosina com a pentoxifilina orais e da TFD com hidrogel carregado com C-dots no 

tratamento da LC em camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS�

 

2.2.1 Testar e comparar a eficácia terapêutica da associação da miltefosina 

com a pentoxifilina e a TFD com hidrogel carregado com C-dots no tratamento da LC 

em camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis com camundongos 

sadios e camundongos infectados e não tratados; 

 

2.2.2 Testar a eficácia da TFD com hidrogel carregado com C-dots associado 

à pentoxifilina no tratamento de camundongos BALB/c infectados L. (V.) braziliensis. 

 

2.2.3 Testar a eficácia da miltefosina, da pentoxifilina e da TFD, usados 

isoladamente, no tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. (V.) 

braziliensis. 

 

2.2.4 Verificar efeitos adversos dos esquemas terapêuticos acima descritos em 

camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis por meio de análises 

bioquímicas e histopatológicas. 

 

2.2.5 Quantificar o número de parasitos por pata de camundongos BALB/c 

infectados com L. (V.) braziliensis por meio da técnica de PCR em tempo real (qPCR), 

a fim de avaliar a diminuição do número de leishmânias nos grupos após o tratamento. 

 

2.2.6 Avaliar a influência imunomoduladora das drogas miltefosina, pentoxifilina 

e TFD sobre mecanismos do sistema imunitário inato, por meio da capacidade 

fagocitária, produção de óxido nítrico, e expressão de corpúsculos lipídicos pelos 

monócitos de camundongos saudáveis.  
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3 MÉTODOS 
 

3.1 DELINEAMENTO 

 

Trata-se de um estudo experimental in vivo, que foi desenvolvido no Laboratório 

de Dermatomicologia da Faculdade de Medicina (FM) da Universidade de Brasília 

(UnB). Neste estudo foram utilizados 54 camundongos fêmeas da espécie Mus 

musculus, linhagem BALB/c, com aproximadamente 27g, idade 120 dias, 

provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da 

Ciência em Animais de Laboratório (CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP). O transporte dos animais de São Paulo para Brasília foi realizado por via 

aérea, em caixas apropriadas, e não houve dano à saúde de nenhum camundongo. 

Os animais recebidos estavam livres de agentes patogênicos, informação garantida 

por um atestado sanitário emitido por veterinário responsável.  

Estes animais foram escolhidos por apresentar suscetibilidade à infecção por 

diferentes espécies de Leishmania sp. (72,73), e ainda, por desenvolver lesões 

cutâneas semelhantes ao ser humano, e melhor que em camundongos C57BL/6, bem 

como disseminação parasitária para órgãos como fígado, baço e linfonodos (72–74). 

Além disso, trata-se de uma linhagem híbrida, que possui uniformidade genética, o 

que permite uma resposta semelhante entre os animais em estudo (75).  

Os animais foram alocados aleatoriamente em novas caixas e mantidos no 

Biotério da Faculdade de Medicina (FM) da UnB, em ambiente controlado 

adequadamente por luminosidade, com ciclos de 12 horas no claro e 12 horas no 

escuro, para simular dia e noite, e com água e ração ad libitum durante o período de 

quarentena (20 dias) e por todo o período que permaneceram alojados durante o 

estudo. Essa aclimatação permitiu que os animais se adaptassem ao ambiente de 

laboratório, à alimentação empregada, ao manuseio utilizado e ao controle de 

prováveis doenças (75). Após o período de quarentena, essencial para que os animais 

se adaptassem ao ambiente, passando pelo período de aclimatação para depois 

serem utilizados, foi realizada nova randomização para composição dos grupos. Duas 

vezes por semana as gaiolas foram lavadas, e as maravalhas utilizadas para forrá-las 

foram trocadas por novas esterilizadas. 

Os camundongos foram divididos em 9 grupos devidamente identificados com 

as letras de A a I, cada um composto por 6 animais. Apenas um grupo não foi infectado 
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e também não recebeu tratamento com droga, identificado como grupo A, e que serviu 

como controle negativo (CN). O grupo B foi o único infectado que não recebeu 

tratamento com droga, servindo como controle positivo (CP). Estes grupos controles 

foram submetidos à ingestão de solução fisiológica nas mesmas condições dos 

animais que receberam o tratamento com as drogas em estudo, isso para garantir que 

aqueles animais pudessem ser comparados igualmente em relação à metodologia 

aplicada daqueles que seriam tratados com medicamentos. Os outros 7 grupos 

infectados receberam tratamento com drogas, sendo o grupo C tratado com 

miltefosina (M), o grupo D tratado com pentoxifilina (P), o grupo E tratado com terapia 

fotodinâmica (TFD), o grupo F tratado com associação do miltefosina e pentoxifilina 

(MP), o grupo G tratado com associação da pentoxifilina e TFD (PTFD), o grupo H 

tratado com miltefosina e TFD (MTFD), e o grupo I tratado com associação do 

miltefosina, pentoxifilina e TFD (MPTFD).   
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Figura 1 - Fluxograma do estudo.
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Os animais também foram identificados individualmente dentro do seu grupo 

por uma marcação na cauda, assim, os dados coletados posteriormente poderiam ser 

melhor comparados entre os animais de cada grupo. Os camundongos foram 

marcados com um, dois, três ou quatro traços na cauda para identificação dentro dos 

seus grupos: I, II, III e IV (Figura 2). Os animais identificados como V e VI, foram 

marcados na cauda com o próprio numeral em romano.  

 

 

 
Figura 2 - Camundongo BALB/c marcado com dois traços na cauda para identificação no grupo.  

Fonte: Acervo Pessoal. 

 

 

3.2 PREPARO DOS REAGENTES PARA AVALIAÇÃO DAS TERAPIAS TESTADAS 

 

3.2.1 Preparo do Meio de Cultura McNeal, Novy e Nicolle (NNN) Modificado 

 

Os meios de cultura NNN utilizados neste estudo foram preparados baseados 

na metodologia descrita por Romero e colaboradores em 1999 (76), porém, adaptada 

de acordo com testes realizados no Laboratório de Dermatomicologia (Tabela 1). O 

ágar utilizado foi o Brain Heart infusion Agar (BHI, Special Infusion Agar - Himedia 

REF M211-500G), dissolvido em água destilada em temperatura de aproximadamente 

360°C (em agitador magnético) e em seguida, autoclavado a 121°C por 30 minutos. 

O sangue de coelho foi coletado a partir de punção cardíaca, com o animal 

devidamente anestesiado, e transferido para um balão volumétrico com pérolas de 

vidro para sua desfibrinação. O ágar preparado foi resfriado até atingir a temperatura 
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de 50°C, controlado com o auxílio de um Banho Maria, visto que em temperaturas 

superiores, ao ser misturado ao sangue de coelho o meio geralmente muda suas 

características físico-químicas, apresentando um aspecto semelhante ao chocolate, 

que é inadequado para o uso com leishmânias. Em seguida, a solução injetável de 

sulfato de gentamicina foi adicionada ao meio. Em uma capela de fluxo laminar os 

reagentes foram homogeneizados, e o meio pronto foi aliquotado (2mL) em tubos de 

ensaio de vidro sem anticoagulante. Os tubos contendo o meio de cultura 

permaneceram em temperatura ambiente por 24h para verificação do teste de 

esterilidade, posteriormente foram armazenados sob refrigeração (8°C - 10°C) até o 

uso.  

 
Tabela 1 - Reagentes e sistemas utilizados para o preparo do meio NNN modificado. 

Reagentes Volume (mL) Equivalência 

BHI 100mL 4% 

Sangue de Coelho 22mL 22% 

Sulfato de gentamicina 0,76mL 250µg 

 

 

3.2.2 Preparo do Meio de Cultura Schneider 

 

O meio Schneider (Sigma Aldrich, código S0146) utilizado neste estudo foi 

complementado com 20% de Fetal Bovine Serum (SFB) (INVITROGEN, código 

12657-029) inativado em banho Maria a 56°C por 2h. Em uma capela de fluxo laminar, 

o Schneider e o SFB foram aspirados com uma pipeta sorológica de vidro graduada 

(20mL 1/10) e transferidos para um frasco de cultivo celular (KASVI, 50mL, tampa 

ventilada, com filtro, código K11-2050), bem como os 250µg de sulfato de 

gentamicina. O meio preparado foi armazenado sob refrigeração (8°C-10°C) até o 

uso.   
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Tabela 2 - Reagentes e sistemas utilizados para o preparo do meio Schneider. 

Reagentes Volume (mL) Equivalência 

Schneider 100mL 80% 

SFB 20mL 20% 

Sulfato de gentamicina 0,76mL 250µg 

 

 

3.3 PREPARAÇÃO DOS ISOLADOS DE L. (V.) braziliensis PARA INFECÇÃO DOS 

CAMUNDONGOS 

 

3.3.1 Descriopreservação dos Isolados de L. (V.) braziliensis 
 

A amostra de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/2000/LTCP13396 =IOC-L2483) 

utilizada neste estudo foi fornecida pelo Laboratório de Leishmanioses do Núcleo de 

Medicina Tropical (NMT) da UnB.  O isolado que era mantido criopreservado em 

nitrogênio líquido (-196°C) foi descongelado em temperatura ambiente, e com o auxílio 

de uma seringa de 1mL, alíquotas de 0,2mL foram transferidas para tubos contendo 

meio de cultura NNN modificado, e posteriormente armazenadas em estufa 

incubadora em temperatura de 24°C a 26°C para crescimento dos parasitos.  

 

3.3.2 Crescimento e Contagem dos Parasitos em Câmara 

 

Os tubos de NNN modificado contendo os isolados de L. (V.) braziliensis foram 

observados diariamente para acompanhamento do crescimento dos parasitos. Após 

esse período foi possível constatar um crescimento significativo, a partir de 

aproximadamente 4 a 5 dias, indicando a fase logarítmica.  

Para realizar a contagem em câmara de Neubauer, uma alíquota de 10µL da 

cultura foi ressuspendida em 90µL de solução de Phosphate Buffered Saline (PBS), e 

após homogeneização, parte dessa mistura foi utilizada para preencher a parte da 

câmara, a mesma utilizada para contagem de leucócitos. Quatro quadrantes (áreas 

marcadas em vermelho na (Figura 3) foram utilizados para contagem dos parasitos e 

o número total foi dividido por 4 para obtenção da média. As formas em início de 

divisão celular foram contadas como uma, e as formas em divisão avançada, contadas 
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como duas. Todas as formas que estavam próximas ou em cima da linha do 

quadrante, também foram contadas. Apenas os emaranhados celulares ou rosetas, 

não foram contabilizados. A obtenção da média das formas promastigotas foi 

calculada após 3 contagens, assim, foi possível determinar a quantidade de parasitos 

(107) em volume de meio de cultura. 

 

Figura 3 - Imagem da câmara de Neubauer com esquema de ampliação dos quadrantes utilizados para 
contagem dos parasitos. 

Fonte: Acervo Pessoal. 

 

 

3.3.3 Infecção dos Camundongos 

 

Os animais dos nove grupos foram anestesiados com Quetamina e Xilasina e, 

apenas os camundongos de oito grupos foram submetidos à inoculação de um 

concentrado parasitário contendo 3x107 formas de L. (V.) braziliensis em fase 

metacíclica de desenvolvimento. No grupo A os animais foram inoculados com 

solução fisiológica a 0,9%. A infecção dos animais foi feita na pata traseira direita por 

via subcutânea, com auxílio de uma seringa de insulina contendo 0,1mL do isolado de 

L. (V.) braziliensis, o mesmo volume foi utilizado para inoculação da solução fisiológica 

no grupo controle negativo. Após inoculados, os animais permaneceram no 

alojamento de animais por 45 dias até que o tratamento fosse iniciado.  
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3.3.4 Confirmação da Infecção dos Camundongos 

 

3.3.4.1 Aspirado em Meio NNN Modificado 

 

A confirmação da infecção foi realizada aos 45 dias após inoculação dos 

animais por meio do aspirado da linfa da pata (Figura 4). Os animais foram 

anestesiados conforme citado na etapa de infecção, as patas foram higienizadas com 

álcool a 70%, e o aspirado realizado com uma seringa de insulina contendo uma 

solução preparada com 0,2mL de solução fisiológica a 0,9% e 250µg de sulfato de 

gentamicina. O material obtido da punção da pata foi transferido para tubos contendo 

o meio NNN modificado, previamente higienizados com álcool a 70%, e armazenados 

em estufa incubadora em temperatura entre 24°C e 26°C. Todos os tubos foram 

observados em microscópio de luz invertida (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) para a 

confirmação da infecção por meio do crescimento dos parasitos e consequentemente, 

para que o tratamento pudesse ser iniciado.  

 

 
Figura 4 - Realização de aspirado na pata traseira direita de um camundongo BALB-c para confirmação 
da infecção por L. (V.) braziliensis. 

Fonte: Acervo pessoal. 
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3.3.4.2 Pesquisa de Amastigotas 

 

 

Após a realização do aspirado, especificamente no momento da retirada da 

agulha da pata do animal, ocorre um pequeno extravasamento da linfa, geralmente 

acompanhada de células sanguíneas, que é usada para confeccionar os esfregaços 

para a pesquisa de amastigotas. As lâminas contendo os esfregaços permaneceram 

em temperatura ambiente até a secagem do material, em seguida, foram fixadas com 

álcool metílico P.A. (CH4O) e coradas com corante Giemsa na proporção de 4:10 

(Figura 5). A leitura das lâminas foi realizada pela responsável pelo projeto de maneira 

cega, em microscópio óptico com objetiva de 100 (aumento 1.000x) e óleo de imersão. 

Cada lâmina foi observada no microscópio por 20 minutos, tempo padronizado para 

garantir que todas fossem analisadas igualmente. A avaliação da infecção por meio 

da leitura dos esfregaços foi realizada no primeiro dia subsequente a seis dias 

tratamento, no dia 7 (D7); e também no primeiro dia subsequente a 12 dias de 

tratamento, no dia 13 (D13). 

 

 
Figura 5 - Lâminas contendo os esfregaços para pesquisa de amastigotas de L. (V.) braziliensis coradas 
com Giemsa. 

Fonte: Acervo pessoal. 
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3.4 PREPARAÇÃO DOS FÁRMACOS 

 

 

3.4.1 Miltefosina  

 

 Neste estudo foram utilizadas cápsulas de IMPAVIDOâ que contém o 

ingrediente ativo miltefosina, um pó branco que foi diluído em água ultrapura, seguindo 

a dosagem de 200mg/Kg/dia, conforme utilizado em trabalhos experimentais in vivo 

(18,30). A droga foi preparada diariamente e sempre próximo ao horário da 

administração nos animais.  

 

 

3.4.2 Pentoxifilina 

 

 Os comprimidos de pentoxifilina foram macerados e diluídos e água 

ultrapura, seguindo a dosagem de 8mg/Kg/dia, conforme descrito por Santarem e 

colaboradores em 2014 (18).  

 

 

3.4.3 C-dots  

 

A formulação de C-dots testada neste estudo foi preparada no Laboratório de 

Inorgânica e Materiais (LIMA) do Instituto de Química da UnB pelos colaboradores do 

projeto.  

Para o preparo dos C-dots, 10g de guanidina sofreram condensação através 

do aquecimento até atingirem a temperatura de 550ºC, por um período de 3h. O 

material formado foi então oxidado por meio de um refluxo com solução de ácido 

nítrico a 5M. A suspensão resultante foi filtrada através de membrana de 0,22µm e 

aquecida a 60ºC até a completa evaporação do solvente. O material resultante foi 

combinado ao hidrogel (descrito no próximo tópico) para ser utilizado como droga 

tópica associada à TFD no tratamento dos animais em estudo.  
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 3.4.4 Hidrogel  

 

O hidrogel utilizado neste trabalho foi formulado pelo Laboratório de Materiais 

e Combustíveis (LMC) do Instituto de Química da UnB e foi registrado com pedido de 

patente sob o número BR102016004927-0.  

Para esta aplicação, o hidrogel recebeu modificações em sua forma de 

purificação, passando por um processo de otimização a partir da modificação da 

metodologia de extração e purificação sugerida no pedido de patente, o qual, de forma 

geral, compreende as etapas de tratamento químico oxidativo para purificação e 

modificação química do hidrogel através de reticulação com N'N'-Metileno-bis-

acrilamida (MBAam). Em seguida, o produto obtido apresentou-se de forma seca, 

podendo ser utilizado à temperatura ambiente, sob temperatura controlada em estufa 

em 50 a 60ºC, à baixas temperaturas e pressão, sendo produzido de modo muito 

vantajoso por meio de liofilização por um período de 24 horas ou até a eliminação 

completa de água.  

O Hidrogel foi purificado e carregado com C-dots apresentando-se em forma 

de pomada para uso tópico e disponível para aplicação nas patas dos animais 

infectados a serem tratados. 

 

 

3.5 VIAS DE ADMINISTRAÇÃO DOS FÁRMACOS 

 

 

3.5.1 Esquema de Administração das Drogas por Via Orogástrica  

 

Os grupos tratados com as drogas miltefosina e pentoxifilina, bem como os que 

receberam as associações destas, e também os grupos controles que receberam 

solução fisiológica, foram administrados por via orogástrica, que permite que a 

substância seja introduzida pela boca e depositada diretamente no estômago. Esse 

procedimento foi realizado com uma seringa composta por uma agulha de gavagem 

específica para alimentação de camundongos, fabricada em aço inox BD-12, com 

cânula de 1,0mm de diâmetro e esfera de 1,7mm, raio de 40mm e comprimento de 

31mm (Figura 6).  
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Figura 6 - Agulha de gavagem para alimentação de camundongos.  

Fonte: https://www.bonther.com.br/produtos/2/agulha-de-gavage-camundongo. 

 

 

A cânula rígida de aço inoxidável com a extremidade em esfera, esta que serve 

como protetor para evitar ferimentos no animal, foi lubrificada em um gel (sem cor e 

sem sabor) para facilitar a introdução na boca do animal, que foi realizada 

cuidadosamente passando pelo esôfago e chegando ao estômago onde o fármaco foi 

dispensado (Figura 7). A metodologia da administração de drogas por via orogástrica 

foi adotada neste estudo porque permite a aplicação exata da dose. 

 

 



44 
 

Figura 7 - Administração de fármacos em camundongos por via orogástrica. A. a seta em vermelho 
destaca a droga dentro da seringa antes da sua aplicação. B. a seta em vermelho demonstra que a 
droga foi inserida na cavidade bucal do camundongo. 

Fonte: Acervo pessoal 

 

 

 

3.5.2 Administração do Hidrogel carregado com C-dots 

 

 

Os animais infectados e tratados com essa terapia receberam por via tópica, 

nas patas traseiras direitas, 0,1mL do hidrogel carregado de C-dots, e em seguida, 

foram submetidas à TFD. 
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3.6 TERAPIA FOTODINÂMICA  

 

3.6.1 Esquema Utilizado na TFD 

 

 

O instrumento utilizado para aplicação da TFD (Figura 8) foi construído pela 

executora do projeto, de modo que um interruptor quando acionado, ligasse as duas 

lâmpadas que foram utilizadas ao mesmo tempo por duas pessoas (Figura 9), isso 

para agilizar a aplicação do tratamento nos camundongos. A lâmpada utilizada foi de 

LED na cor azul, posicionada a 20cm de altura da base onde a pata do camundongo 

seria posicionada.  

 

 

 
Figura 8 - Instrumento utilizado para aplicação da TFD nas patas infectadas dos camundongos. 

Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

Os animais submetidos à TFD foram imobilizados manualmente, de modo a 

permitir que a pata traseira direita infectada que havia recebido o hidrogel associado 



46 
 

aos C-dots, permanecesse exposta à luz azul durante o período de 10 minutos, tempo 

mínimo necessário para ação dos C-dots (Figura 10). 

 

 

 
Figura 9 - Ilustração do funcionamento do instrumento utilizado para aplicação da TFD nas patas 
infectadas dos camundongos. 

Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

 
Figura 10 - Imagens da aplicação da TFD nas patas infectadas dos camundongos. A. visão plantar da 
pata do camundongo. B. visão palmar da pata do camundongo. 

Fonte: Acervo pessoal 
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3.7 EUTANÁSIA DOS ANIMAIS 

 

Os animais foram anestesiados com 0,2mL de uma solução preparada com 

Quetamina (90 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg) e submetidos às coletas para avaliação 

dos critérios de eficácia conforme descrito no item 3.9 e seus subitens. Após a 

realização das coletas, ainda anestesiados, os camundongos foram colocados 

individualmente na câmara de saturação de CO2, até que o equipamento atingisse 

uma saturação superior a 70%, e a parada cardiorrespiratória fosse detectada.  

As carcaças dos animais foram descartadas após realização da diluição 

seriada que será apresentada no item 3.9.1.3, seguindo as normas de descarte 

preconizadas pela Comissão de Gerenciamento, Tratamento e Destinação de 

Resíduos Perigosos da Universidade de Brasília (GRP-UnB). As carcaças foram 

colocadas em sacos plásticos na cor branca, identificados com etiqueta informando 

espécie do animal, organismo infectante, responsável pelo projeto, e mantidos no 

freezer do biotério da FM a -20ºC até que a coleta fosse feita pela GRP-UnB. 

 

 

3.8 CRITÉRIOS DE AVALIAÇÃO DE EFICÁCIA 

 

 

3.8.1 Critérios Parasitológicos 

 

 

3.8.1.1 Diluição Seriada  

 

 

Após a etapa do tratamento, 2 camundongos de cada grupo foram 

eutanasiados e as patas infectadas passaram por rigorosa antissepsia antes da sua 

dissecação. Inicialmente as patas foram lavadas com Clorexidina alcoólica a 0,5%, 

em seguida, com álcool a 70%, e por último, solução fisiológica. Essa metodologia de 

antissepsia é a mesma adotada pelo ambulatório de Dermatologia do Hospital 

Universitário de Brasília (HUB) para realização de biópsia e punção da lesão de 

pacientes com suspeita de leishmaniose. A pata de cada animal foi presa à uma 

tesoura do tipo “dente de rato” e com auxílio de uma lâmina de bisturi, a pele foi 
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cuidadosamente retirada, restando o material adequado para a maceração (Figura 

11). 

 
 

 
Figura 11 - Ilustração do método de dissecação da pata do camundongo. A. retirada da pele com auxílio 
da lâmina de bisturi. B. pata exposta após completa dissecação. 

Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

Após a dissecação, as duas patas de cada grupo foram colocadas dentro de 

um homogeneizador de vidro contendo 5mL de meio de cultura Schneider (preparado 

conforme o item 3.3.2) e trituradas com o auxílio da outra parte do homogeneizador 

(Figura 12). 
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Figura 12 - Ilustração do método de maceração das patas dos camundongos. Detalhe da seta 
apontando o fundo do macerador onde as patas foram depositadas. 

Fonte: Acervo pessoal. 

 

A solução contendo o material macerado foi transferida para um recipiente 

estéril para que pudesse ser aspirada por uma pipeta multicanal e novamente 

transferida para a primeira linha da placa de Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay 

(ELISA) de 96 poços. Na linha A da placa foram adicionados em todos os poços 200µL 

da solução contendo o macerado. Nas demais linhas, de B a H, todos os poços foram 

preenchidos com 180µL de Schneider (preparado). A diluição seriada iniciou-se 

transferindo 20µL da linha A para a linha B, nesta, realizou-se homogeneização e 

20µL foram transferidos para a linha C, o que se repetiu até a linha H, quando após 

homogeneização, 20µL foram desprezados (Figura 13). 
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Figura 13 - Metodologia da diluição seriada. A. ilustração da transferência de soluções entre os poços 
com a pipeta multicanal. B. ilustração da metodologia com representação do Volume Inicial (V.I.), 
Volume Final (V.F.), quantidade transferida de uma linha para outra. 

Fonte: Acervo Pessoal. 
 

 

 

3.8.1.2 Avaliação da viabilidade celular pela técnica do Brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT)  

 

 

Trata-se de uma metodologia que avalia a viabilidade celular (mitocondrial), 

que é quantificada pela redução do MTT a cristais de formazan pela atividade 

daquelas enzimas. Assim, o processo de redução do MTT à cristais de formazan será 

diretamente proporcional à atividade mitocondrial e à viabilidade celular. 

O MTT, sal de coloração amarela e solúvel em água, foi preparado numa 

concentração de 5mg/mL na capela de fluxo laminar com a luz apagada. Após o 

período de avaliação das placas pelo método da diluição seriada, foram adicionados 

10µL da solução de MTT em todos os poços das placas, estas foram envolvidas em 

papel alumínio e incubadas por 4h em temperatura de 22ºC. Posteriormente, foram 

adicionados 100µL de Dimetilsulfóxido P.A. (DMSO) para a liberação dos cristais de 

formazan - sal de coloração arroxeada e insolúvel em água. Em seguida, todas as 

placas foram submetidas à leitura em um espectrofotômetro (Molecular Devices, 

Spectra Max, 385 plus – USA) no comprimento de onda de 570nm.  
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3.8.1.3 Análise Histopatológica 

 

 

Após a eutanásia dos animais, e posteriormente à obtenção dos macrófagos 

peritoneais, os órgãos internos de interesse foram retirados cuidadosamente da 

cavidade abdominal, para que pudessem ser submetidos à análise histopatológica. 

Fígado, rins e baço, retirados de cada camundongo foram pesados individualmente 

em uma balança analítica, e em seguida, pequenos fragmentos foram retirados destes 

órgãos, para análise molecular. O peso de cada fragmento também foi aferido.  

Cada órgão foi colocado em um cassete histológico devidamente identificado, 

armazenado em solução Davison e mantido sob refrigeração até a próxima etapa de 

manipulação das amostras. Os fragmentos dos órgãos foram colocados em 

eppendorfs e armazenados em freezer a -80ºC até o momento da extração do ácido 

desoxirribonucleico (DNA). 

 

 

3.8.2 Medição do Diâmetro de Patas 

 

 

As patas traseiras direitas que receberam o inóculo do concentrado parasitário 

foram medidas por dois observadores com o auxílio de um paquímetro, a fim de obter 

uma média do tamanho de cada uma após a infecção e durante o tratamento. As 

lesões foram medidas em duas posições diferentes, lateralmente e, superior e inferior 

(Figura 14). A medição ocorreu antes da infecção, 30 dias após, no 1°, 6° e 12° dias 

de tratamento, seguindo mesmo esquema da pesagem. 
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Figura 14 - Demonstração da metodologia utilizada para medição das patas infectadas. A. medição 
lateral. B. medição superior e inferior. 

Fonte: Acervo pessoal. 

 

 

3.8.3 Pesagem dos Camundongos  

 

 

Todos os animais foram pesados em uma balança analítica obedecendo 5 

etapas conforme Fluxograma 1. Nos dias de tratamento, a pesagem foi realizada 

sempre antes da administração das drogas. 

 

 

 
Fluxograma 1 - Pesagem dos animais 
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3.8.4 Critérios Moleculares 

 

 

3.8.4.1 Extração e Quantificação do DNA dos Macerados das Patas  

 

 

Após a realização do macerado das patas infectadas, uma alíquota de 200µL 

foi retirada do homogeneizador e transferida para um eppendorf que foi armazenado 

a -80ºC até o momento da extração do DNA. Este método foi realizado com o kit 

comercial PureLink Genomic DNA (INVITROGEN, Carlsbad, USA) de acordo com o 

protocolo sugerido pelo fabricante. 

A quantificação do DNA das amostras de todos os grupos foi realizada no 

espectrofotômetro Nanovue plus (GE Healthcare, Little Chalfont, United Kingdom), 

gentilmente cedido pelo Laboratório Interdisciplinar de Biociências da FM da UnB 

 

 

3.8.4.2 PCR em Tempo Real (qPCR) 

 

 

No presente estudo foi realizado um ensaio quantitativo de qPCR utilizando 

SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e primers capazes de 

amplificar o kDNA de Leishmania (V.) braziliensis, mesma cepa utilizada para infecção 

dos animais. Os primers utilizados na reação foram direcionados aos minicírculos de 

DNA do cinetoplasto de Leishmania, e resultaram em um produto amplificado de 

120pb, PPf 5’ GGC CCA CTA TAT TAC ACC AAC CCC 3’ e PPr 5’ GGG GTA GGG 

GCG TTC TGC GAA 3’ (77). 

O resultado da quantificação do DNA foi avaliado, e quando necessário, 

algumas amostras foram diluídas, a fim de padronizá-las ao limite máximo de 

2,5ng/µL. Isto foi necessário visto que o volume de DNA utilizado para a reação de 

qPCR foi de 4µL, totalizando 10ng de DNA por amostras, estas que receberam adição 

de 6µL de mix pronto (SYBR Green PCR, master mix, primers e água), totalizando 

10µL de volume final na reação (Tabela 3). As reações foram realizadas conforme 

descrito por Sevilha-Santos e colaboradores (66).  
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A amplificação foi feita com uma temperatura inicial de 95°C por 20 segundos, 

seguida de 40 ciclos de 95°C por 3 segundos, 55°C por 10 segundos e 60°C por 30 

segundos (Tabela 4). Posteriormente, as amplificações foram processadas utilizando 

o termociclador StepOnePlus	(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O melting 

foi processado com incrementos de 0,3°C a partir de 55°C a 95°C (66). 

 

 
Tabela 3 - Sistema utilizado para a amplificação do primer PPr e PPf. 

Reagentes Concentração Volumes 

SYBR Green PCR master mix 1X 5µL 
PPr 2mM 0,2µL 
PPf 2mM 0,2µL 
Água ultrapura --- 0,6µL 
DNA 10ng 4µL 
Volume final --- 10µL 

Fonte: Sevilha-Santos L, dos Santos Júnior ACM, Medeiros-Silva V, Bergmann JO, da Silva EF, Segato 
LF, et al. Accuracy of qPCR for quantifying Leishmania kDNA in different skin layers of patients with 
American tegumentary leishmaniasis. Clin Microbiol Infect [Internet]. 2018;2–7. 

 

 
Tabela 4 - Sistema utilizado para a amplificação do primer PPr e PPf. 

Temperatura Tempo Ciclos 

95ºC 20 s --- 

95ºC 
55ºC 
60ºC 

3 s 
10 s 
30 s 

40x 

Fonte: Sevilha-Santos L, dos Santos Júnior ACM, Medeiros-Silva V, Bergmann JO, da Silva EF, 
Segato LF, et al. Accuracy of qPCR for quantifying Leishmania kDNA in different skin layers of 
patients with American tegumentary leishmaniasis. Clin Microbiol Infect [Internet]. 2018;2–7. 

 

 

3.8.5 Critérios Bioquímicos 

 

 

Para obtenção das amostras para realização dos exames bioquímicos, os 

camundongos foram anestesiados e submetidos à uma punção cardíaca, na qual 

tentou-se obter pelo menos 1mL de sangue de cada um. As coletas de sangue foram 

realizadas no D7 e D13 do estudo. 
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Os exames bioquímicos foram realizados pelo Laboratório Clínico SABIN em 

colaboração ao projeto, e foram possíveis dosar os seguintes exames: Albumina 

(g/dL), Bilirrubinas Totais (mg/dL), Bilirrubina Direta e Indireta (mg/dL), Creatinina 

(mg/dL), Fosfatase Alcalina (U/L), Gama GT (U/L), Transaminase Glutâmica 

Oxalacética - TGO (UI/L), Transaminase Glutâmica Pirúvica - TGP (UI/L) e Ureia 

(mg/dL).  

 

 

3.8.6 Critérios Imunológicos 

 

 

3.8.6.1 Obtenção dos Macrófagos Peritoneais  

 

 

Os animais eutanasiados foram imediatamente transferidos da câmara de 

saturação de CO2 para a capela de fluxo laminar, assim, após assepsia da parede 

abdominal com álcool a 70%, e com o auxílio de uma lâmina de bisturi estéril, foi 

realizada uma incisão na pele para que 10mL de salina tamponada com fosfato (STF), 

pH 7,2, fossem injetados na cavidade abdominal. Posteriormente, uma leve 

massagem foi realizada no local, e em seguida, com auxílio de uma pipeta Pasteur 

estéril, a solução de STF contida na cavidade abdominal foi retirada, possibilitando a 

obtenção dos macrófagos peritoneais. As soluções retiradas foram transferidas para 

tubos Falcon (estéreis) e centrifugadas em 200G por 10 minutos a 4ºC.  

Após centrifugação, uma nova lavagem foi realizada e as amostras 

centrifugadas novamente. Os sobrenadantes foram descartados, e os precipitados 

foram ressuspensos em 1mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

(Sigma Aldrich), pH 7,2, suplementado com 20mM de ácido hidroxietil 

piperazinoetanosulfônico (HEPES) (Sigma Aldrich), 2mM de L-glutamina e 40μg/mL 

de sulfato de gentamicina (solução de RPMI incompleto). Em seguida, com auxílio de 

uma câmara de Neubauer, os macrófagos peritoneais foram quantificados, e 

simultaneamente, a viabilidade foi avaliada com solução de nigrosina a 0,05%, sempre 

maior que 95%. Os macrófagos peritoneais recuperados foram ressuspensos em 

RPMI (incompleto) para que a solução final apresentasse o número de células 

necessárias para a realização de cada experimento (78). 
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3.8.6.2 Expressão de Corpúsculos Lipídicos Detectada pela Coloração com Óleo 

Vermelho O (Oil Red O). 

 

 

Os corpúsculos lipídicos são descritos como estruturas circulares que se coram 

em vermelho no citoplasma dos monócitos. Para a quantificação destas células foi 

utilizada a coloração com oil red O, que apresenta ampla solubilidade em lipídeos e 

cora de vermelho os corpúsculos presentes no citoplasma dos monócitos.  

Para realizar a aderência das células nas placas de 24 poços, foi necessário 

obter 2 milhões de células de cada animal, visto que cada um teria amostra em 4 

poços da placa, dos quais, dois seriam sensibilizados com lipopolissacarídeo (LPS). 

Após a quantificação do número de macrófagos peritoneais, um cálculo foi realizado 

a fim de dividir 500.000 células por poço na placa, cada um com volume final de 500µL. 

Lamínulas de vidro redondas com 13mm foram colocadas em cada poço no momento 

da aderência e as placas permaneceram incubadas por 1h. Os poços das placas 

foram lavados, e logo após, o estímulo de LPS, na concentração de 10ng/mL foi 

adicionado em dois dos quatro poços referentes a cada animal, nesta etapa a 

incubação durou 1h. Outra lavagem foi realizada para retirar o excesso de LPS, e em 

seguida, o meio completo contendo SFB foi adicionado nas placas e incubado por 

24h. A placa foi lavada novamente e o sobrenadante reservado para a determinação 

da produção de óxido nítrico (ON)(79,80). 

Após a aderência das células nas lamínulas, estas foram fixadas com 

paraformaldeído a 2%, por 15 minutos em temperatura ambiente, e em seguida, 

lavadas duas vezes com STF, e uma vez com álcool isopropílico a 60%. Logo após, 

as células foram coradas com uma solução de óleo vermelho, por 15 minutos. O 

excesso de corante foi retirado e os poços foram lavados uma vez com 1mL de álcool 

isopropílico a 60% e depois duas vezes com 1mL de água destilada. Os núcleos 

celulares foram corados com hematoxilina de Mayer por 5 minutos, e em seguida, os 

poços foram lavados novamente com água destilada. Logo após, as lamínulas foram 

retiradas dos poços das placas com auxílio de uma pinça, e montadas sobre lâminas 

de vidro em uma fina camada de meio de montagem contendo 10g de gelatina, 60mL 

de água destilada, 70mL de glicerol e 0,25 g de fenol (79–81). 
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O procedimento de coloração dos corpúsculos lipídicos com óleo vermelho foi 

realizado em duplicata para cada grupo de tratamento e grupos controle negativo e 

positivo. As lâminas foram quantificadas em microscopia ótica com aumento de 1000x, 

e para cada uma foram contadas 200 células. Com essa contagem foi possível 

estabelecer a quantidade média de corpúsculos dentro dos macrófagos (MCL), a 

porcentagem de macrófagos apresentando corpúsculos lipídicos no citoplasma 

(MØ%) e o índice corpuscular (IC) que é da MCL multiplicada pelo MØ% (79–81). 

 

 

3.8.6.3 Determinação da Produção de ON 

 

 

A produção do ON, que é um metabólito tóxico para as amastigotas, foi avaliada 

pela quantificação do nitrito contido nos sobrenadantes das mesmas amostras 

utilizadas para a avaliação da produção de corpúsculo lipídico. Para efetuar essa 

dosagem, 100μL dos sobrenadantes foram distribuídos em triplicata, em placas de 96 

poços, e acrescentado, em volume igual, o reagente de Griess (82). Após 10 min foi 

feita leitura em espectrofotômetro (Spectramax Plus 384, Molecular Devices) em 

comprimento de onda de 540nm. Para determinação da concentração de nitrito 

contida em cada poço, foi feita, paralelamente, uma curva padrão com nitrito diluído 

em RPMI completo nas concentrações de 100µM, 50µM, 25µM, 12,5µM, 6,25µM, 

3,12µM e 1,56µM (80). 

 

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Inicialmente foram apresentadas estatísticas descritivas para os dados 

apresentados por meio de frequência. Os dados numéricos foram avaliados por meio 

do cálculo da mediana, abrangência dos valores e intervalo interquartil com o objetivo 

de demonstrar a tendência central e dispersão amostral. As comparações das 

frequências foram realizadas por testes exatos.  

A análise estatística foi realizada no pacote R versão 0.4.9. (https://CRAN.R-

project.org/package=survminer) no programa livre no R Studio (R Studio: 



58 
 

Desenvolvimento integrado para R. R Studio, PBC, Boston, MA 

URLhttp://www.rstudio.com/.), com base no programa também livre R Core Team 

(2020). R: Uma linguagem e ambiente para computação estatística. R Foundation for 

Statistical Computing, Viena, Áustria. URL https://www.R-project.org/. A significância 

estatística foi definida por um valor de p <0,05 e por um intervalo de confiança (IC) de 

95%. Análise multivariada não foi realizada pelo limitado tamanho amostral. 

 

 

3.10 QUESTÕES ÉTICAS 

 

 

Os princípios éticos para realização de pesquisa científica com animais de 

laboratório foram seguidos, conforme a Declaração Universal dos Direitos dos Animais 

(UNESCO, 1978), os princípios éticos para experimentação animal, definidos pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 1991) e pela Lei nº 11.794, de 

8 de outubro de 2008. O protocolo experimental empregado nesse estudo foi aprovado 

pela Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA) da UnB sob o registro UnBDoc nº 

148305/2015 (Anexo 1) e adicionalmente pelo UnBDoc nº 8480/2016 (Anexo 2).  
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4. RESULTADOS 
 

 

4.1 CONFIRMAÇÃO DA INFECÇÃO DOS CAMUNDONGOS 

 

 

4.1.1 Aspirados em Meio NNN Modificado 

 

 

Antes de iniciar o tratamento, foram realizados aspirados das patas dos animais 

para confirmação da infecção, e as culturas foram observadas continuamente para 

que fosse observado o crescimento de parasitos. A observação iniciou com 48h, 

tempo mínimo necessário para o observador conseguir visualizar formas 

promastigotas de leishmânias, e as culturas continuaram a ser observadas nos 

períodos seguintes (72h, 96h e 120h) até que a confirmação da infecção pudesse ser 

atestada. Neste estudo, o tempo máximo de observação dos aspirados foi de 120h 

para confirmação de positividade para o encontro de parasitos. 

Todos os aspirados dos grupos CP, M, P, TFD, MP, PTFD, MTFD e MPTFD 

apresentaram positividade para o crescimento de parasitos após observação durante 

os quatro períodos. Os aspirados do grupo CN apresentaram 100% de negatividade 

para o encontro de parasitos durante os quatro períodos de observação.  

 

 

4.1.2 Pesquisa de Amastigotas 

 

 

Após a observação dos esfregaços, os resultados foram classificados como 

negativos e positivos, para cada lâmina de camundongo por grupo de tratamento, para 

confirmação da infecção dos animais. No grupo CN não houve detecção de parasitos 

em 100% das lâminas, e o oposto foi observado no grupo CP, no qual houve o 

encontro de parasitos em 100% das lâminas. Nos grupos M, P e MTFD foi possível 

observar formas amastigotas em 50% das lâminas de cada grupo. Nos grupos TFD e 

PTFD, 33,3% dos esfregaços observados em cada grupo foram positivos para o 

encontro de leishmânias. O grupo MP foi que o apresentou a maior quantidade de 
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lâminas positivas, apresentando 66,6% de esfregaços com presença de parasitos, 

enquanto o grupo MPTFD foi o que apresentou a menor quantidade de lâminas 

positivas, apenas 16,6% (Tabela 5).  

 

 
Tabela 5 - Confirmação da infecção dos animais por meio da pesquisa direta de amastigotas em 
esfregaços contendo exsudato das patas traseiras direitas dos animais. 

 Negativo Positivo Total 

Grupo CN 6 0 6 

Grupo CP 0 6 6 

Grupo M 3 3 6 

Grupo P 3 3 6 

Grupo TFD 4 2 6 

Grupo MP 2 4 6 

Grupo PTFD 4 2 6 

Grupo MTFD 3 3 6 

Grupo MPTFD 5 1 6 

Total 30 24 54 

 

 

 

4.1.3 qPCR Papel Filtro 

 

 

Com base nos valores dos números de Leishmanias encontrados nas amostras 

de papel filtro, provenientes do extravasamento celular após o aspirado das patas, 

foram calculadas por grupo de tratamento, a mediana (medida de tendência central), 

valores mínimos - máximos e o intervalo interquartil. Não houve quantificação de 

parasitos no grupo CN (Tabela 6).  
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Tabela 6 - Resultados da qPCR realizada a partir de amostras de papel filtro para confirmação da 
infecção. 
 

Número de leishmânias detectadas em 
papel filtro 

 
 

Mediana Min - Max Intervalo interquartil 
Grupo CN 0 0 - 0 0 
Grupo CP 6 0 - 2336 329 

Grupo M 2119 0 - 29767 5806 
Grupo P 902 13 - 18077  3163 
Grupo TFD 65 7 - 8976 2361 

Grupo MP 218 8 - 53861 36141 
Grupo PTFD 115 43 - 1286 107 

Grupo MTFD 493 11 - 7400 460 

Grupo MPTFD 343 59 - 15393 6198 

 

 

4.2 CRITÉRIOS DE AVALIAÇÃO DE EFICÁCIA 

 

 

4.2.1 Critérios Parasitológicos 

 

 

4.2.1.1 Aspirados em Meio NNN Modificado para Avaliação de Cura Parasitológica 

 

 

No D7, 100% dos aspirados dos grupos CP, M, P, TFD, MP, PTFD, MTFD e 

MPTFD apresentaram positividade para o crescimento de parasitos durante as 

primeiras 120h após o preparo (48h, 72h, 96h e 120h). Apenas os aspirados do grupo 

CN apresentaram-se 100% negativos, conforme esperado. 

Os aspirados dos grupos CP e P apresentaram 100% de positividade após 48h 

do preparo. Nos grupos M e MPTFD, 100% dos aspirados apresentaram positividade 

com 120h após o preparo. No grupo TFD, 50% dos aspirados apresentaram-se 

positivos com 48h, aumentando para 100% com 72h. Os aspirados do grupo MP 

apresentaram crescimento de parasitos em 50% das amostras com 96h, e com 120h, 

100% apresentou positividade. No grupo PTFD, 50% dos aspirados apresentaram-se 
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positivos com 48h, e 100% de positividade com 96h. O grupo MTFD apresentou 50% 

de positividade com 72h, e 100% de positividade com 120h.  

Em relação ao D13, os aspirados dos grupos CN, M, MP e MTFD apresentaram 

100% de negatividade para o encontro de parasitos durante 30 dias de observação, 

tempo mínimo estabelecido pelo Laboratório de Dermatomicologia para que a cultura 

seja considerada negativa, após o preparo. Nos grupos CP e PTFD houve 100% de 

positividade com 48h observação. Os aspirados dos grupos P e TFD apresentaram 

50% de positividade com 48h, e atingiram 100% de positividade com 96h. 

Ao final dos 12 dias de tratamento, alguns animais não resistiram e 

determinados grupos tiveram perdas. No D13, os grupos M, MP e MTFD 

contabilizaram apenas 1 camundongo por grupo disponível para análise, e no grupo 

MPTFD, não restou nenhum animal. 

 

 

4.2.1.2 Pesquisa de Amastigotas 

 

 

A Tabela 7, referente aos resultados das leituras dos esfregaços de pesquisa 

de amastigotas no D7, mostra que nos grupos CN, M, TFD, MP, PTFD, MTFD e 

MPTFD não houve detecção de parasitos em 100% das lâminas de cada grupo. No 

grupo CP o encontro de parasitos foi observado em 100% das lâminas. O grupo P 

apresentou 50% de positividade para o encontro de leishmânias nas lâminas 

observadas. 

Na Tabela 8, referente aos resultados das leituras dos esfregaços de pesquisa 

de amastigotas no D13, é possível observar que o grupo CN e o grupo CP 

apresentaram os mesmos resultados do D7, onde 100% das lâminas de cada grupo 

foram negativas e positivas, respectivamente. Nos esfregaços dos grupos M, P, TFD, 

MP, PTFD e MTFD não houve detecção de parasitos em 100% das lâminas 

observadas de cada grupo. 
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Tabela 7 - Resultados das leituras dos esfregaços de pesquisa de amastigotas como critério de 
avaliação de eficácia no D7. 

 
  

 
Número de esfregaços de pesquisa de 

amastigotas 
 

 Negativo Positivo 

Grupo CN 2/2  

Grupo CP  2/2 

Grupo M 2/2  

Grupo P  2/2  

Grupo TFD 2/2  

Grupo MP 2/2  

Grupo PTFD 2/2  

Grupo MTFD 2/2  

Grupo MPTFD 2/2  

 

 
Tabela 8 - Resultados das leituras dos esfregaços de pesquisa de amastigotas como critério de 
avaliação de eficácia no D13. 

 
  

 
Número de esfregaços de pesquisa de 

amastigotas 
 

 Negativo Positivo 

Grupo CN 2/2  

Grupo CP  2/2 

Grupo M 1/1  

Grupo P  2/2  

Grupo TFD 2/2  

Grupo MP 1/1  

Grupo PTFD 2/2  

Grupo MTFD 1/1  
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4.2.1.3 Diluição Seriada e MTT 

 

 

Todas as placas realizadas nos dois períodos de avaliação, D7 e D13, foram 

observadas em microscópio de luz invertida e os 96 poços foram lidos individualmente 

para constatação do crescimento ou não de leishmânias. À medida em que as formas 

promastigotas eram observadas, o poço da placa era identificado com a marcação de 

positivo. A observação das placas foi realizada por 5 dias consecutivos, e em seguida 

foram submetidas à avaliação de viabilidade celular pelo MTT. Para análise dos 

dados, criou-se um modelo de tabela semelhante às placas, assim, os dados 

poderiam ser exportados para o software Extreme Limiting Dilution Analysis (ELDA) e 

analisados estatisticamente.  

No D7, após 6 dias de tratamento, foram realizadas 9 placas referentes aos 

grupos de animais, cada uma contendo amostras de 2 camundongos de cada grupo.  

 No grupo CN, na avaliação D7, todos os poços da placa permaneceram negativos 

para o crescimento de parasitos durante o período de observação, resultado esperado 

para o grupo controle negativo que não havia sido infectado. No mesmo período de 

avaliação, no grupo CP, todos os poços da placa apresentaram crescimento parasitos 

durante o período de observação, o que confirma a infecção dos animais e a 

estabilidade dos mesmos.   

 No grupo M, avaliação D7, foi possível identificar poços positivos com 

crescimento de parasitos até a diluição 1/100. Em relação aos grupos P e TFD, no 

mesmo período, todos os poços das placas apresentaram crescimento de 

Leishmanias. No grupo MP, avaliação D7, a maioria dos poços apresentou 

crescimento de parasitos, inclusive no último poço com título da diluição de 

1/10000000. Nos grupos PTFD e grupo MTFD, respectivamente, período D7, o 

crescimento de parasitos foi similar, com uma pequena redução no último grupo.  No 

grupo MPTFD, avaliação D7, a maioria dos poços da placa de 96 poços não 

apresentaram crescimento parasitos, este que foi observado apenas até a diluição 

1/100.  

 Na análise estatística os grupos P, TFD e PTFD apresentaram resultados 

semelhantes ao CP (Tabela 9).    
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Tabela 9 - Análise estatística dos resultados do MTT durante o D7 de tratamento. 

GRUPO GRUPO 

COMPARADOR 

P-VALOR 

CN CP <0,001 

CN M <0,001 

CN P <0,001 

CN TFD <0,001 
CN MP <0,001 

CN PTFD <0,001 

CN MTFD <0,001 

CN MPTFD <0,001 

CP M <0,001 

CP P 1 

CP TFD 1 

CP MP <0,001 
CP PTFD 0 

CP MTFD <0,001 

CP MPTFD <0,001 

M P <0,001 

M TFD <0,001 

M MP <0,001 

M PTFD <0,001 

M MTFD 0,08 
M MPTFD 0,01 

P TFD 1 

P MP <0.001 

P PTFD 0 

P MTFD <0,001 

P MPTFD <0,001 

TFD MP <0,001 
TFD PTFD 0 

TFD MTFD <0,001 

TFD MPTFD <0,001 

MP PTFD 0 

MP MTFD <0,001 

MP MPTFD <0,001 

PTFD MTFD <0,001 

PTFD MPTFD <0,001 
MTFD MPTFD <0,001 
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No grupo CP e ao D13 de tratamento, 89 poços da placa apresentaram 

crescimento parasitos, o que não foi observado em dois poços da diluição 

1|10000000. Nesta placa houve crescimento de fungos em 5 poços, 2 na diluição 1/1, 

2 na diluição 1/10 e 1 na diluição 1/1000. No grupo M e ao D13 de tratamento, 95 

poços da placa de 96 poços não apresentaram crescimento de parasitos, porém, em 

um poço da primeira diluição constatou-se crescimento de fungos. No grupo P e ao 

D13 de tratamento, a maioria dos poços apresentou crescimento de parasitos, e 

alguns poços negativos nas duas últimas diluições. Foi possível observar crescimento 

de fungos em 2 poços da primeira diluição, 1 poço da diluição 1/1000, 1 poço na 

penúltima diluição. No grupo TFD e ao D13 de tratamento, 94 poços apresentaram 

crescimento de parasitos, e 2 poços apresentaram crescimento de fungos, 1 poço na 

primeira e 1 poço na diluição 1/100. No grupo MP e ao D13 de tratamento, 94 poços 

não apresentaram crescimento de parasitos, e em 2 poços da primeira diluição houve 

crescimento de fungos. 

No grupo PTFD e ao D13 de tratamento, 94 poços apresentaram crescimento 

de parasitos, o que não ocorreu em 1 poço da última diluição. Em 3 poços houve 

crescimento de fungos, na primeira, segunda e terceira diluições. No grupo MPTFD e 

ao D13 de tratamento, 95 poços não apresentaram crescimento de parasitos, e 1 poço 

apresentou crescimento de fungos na primeira diluição.  

 Na análise estatística os grupos P, TFD e PTFD apresentaram resultados 

semelhantes ao CP (tabela 10). O grupo MTFD e MP apresentaram resultados 

comparáveis ao controle negativo no D13. O grupo MTFD apresentou menor 

quantidade de Leishmanias viáveis em comparação ao grupo M (p<0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 

Tabela 10 - Análise estatísticas dos resultados do MTT durante no D13 de tratamento. 

GRUPO GRUPO 

COMPARADOR 

P-VALOR 

CN CP <0,001 

CN M <0,001 

CN P <0,001 

CN TFD <0,001 

CN MP 1 

CN PTFD <0,001 

CN MTFD 1 

CP M 0,001 

CP P 0,0856 

CP TFD 0,0856 

CP MP <0,001 

CP PTFD 0,534 

CP MTFD <0,001 

M P <0,001 

M TFD <0,001 

M MP <0,001 

M PTFD <0,001 

M MTFD <0,001 

P TFD 1 

P MP <0,001 

P PTFD <0,001 

P MTFD <0,001 

TFD MP <0,001 

TFD PTFD 0,232 

TFD MTFD <0,001 

MP PTFD <0,001 

MP MTFD 1 

PTFD MTFD <0,001 
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4.2.2 Medição do Diâmetro de Patas 

 

 

O diâmetro das patas dos animais, por grupo de tratamento, foi aferido por dois 

observadores e anotado em milímetros, conforme escala do paquímetro utilizado. 

Com base nos valores aferidos pelos dois observadores foram calculados, a média, 

mediana, valores mínimo e máximo, e intervalo interquartil para os dois tipos de 

medição: lateral (Tabela 11) e, superior e inferior (Tabela 12). 

No primeiro dia de tratamento, antes do início da administração das drogas, 

dois animais, um do grupo MP e um do grupo MPTFD, morreram após a anestesia. 

No D6, antes da administração das drogas, três animais do grupo MTFD também 

morreram. No grupo MPTFD, não houve medição das patas no D12 porque não havia 

animais vivos nesta etapa de avaliação, visto que um animal morreu no D1, dois 

animais foram eutanasiados no D7, e os outros três animais morreram durante o 

período de tratamento.   
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Tabela 11 - Resultados da medição do diâmetro (mm) lateral das patas dos camundongos nas etapas 
de inoculação, 30 dias após a inoculação, D1, D6 e D12 de tratamento. 

 
 

Média Mediana Min-Máx 
 CN 0,28 0,28 0,25-0,30 
 CP 0,28 0,28 0,20-0,35 
 M 0,26 0,25 0,20-0,30 
 P 0,29 0,30 0,25-0,30 
 TFD 0,28 0,30 0,25-0,30 
IN MP 0,26 0,25 0,20-0,30 
 PTFD 0,27 0,30 0,20-0,30 
 MTFD 0,26 0,30 0,20-0,30 
 MPTFD 0,23 0,30 0,20-0,30 

     
 CN 0,32 0,30 0,30-0,35 
 CP 0,29 0,30 0,25-0,30 
 M 0,33 0,33 0,30-0,40 
 P 0,31 0,30 0,30-0,35 
30IN TFD 0,33 0,30 0,30-0,40 
 MP 0,33 0,33 0,30-0,35 
 PTFD 0,31 0,30 0,30-0,35 
 MTFD 0,32 0,30 0,30-0,35 
 MPTFD 0,32 0,30 0,30-0,35 

     
 CN 0,33 0,33 0,30-0,40 
 CP 0,31 0,30 0,30-0,35 
 M 0,32 0,30 0,30-0,35 
 P 0,31 0,30 0,30-0,35 
D1 TFD 0,30 0,30 0,30 
 MP 0,33 0,30 0,30-0,45 
 PTFD 0,30 0,30 0,30 
 MTFD 0,31 0,30 0,30-0,45 
 MPTFD 0,31 0,30 0,30-0,45 

     
 CN 0,31 0,30 0,30-0,35 
 CP 0,31 0,30 0,30-0,35 
 M 0,31 0,30 0,30-0,35 
 P 0,33 0,33 0,30-0,35 
D6 TFD 0,32 0,30 0,30-0,35 
 MP 0,32 0,30 0,30-0,35 
 PTFD 0,32 0,30 0,30-0,35 
 MTFD 0,30 0,30 0,30 
 MPTFD 0,30 0,30 0,30 

     
 CN 0,30 0,30 0,30 
 CP 0,30 0,30 0,30 
 M 0,30 0,30 0,30 
D12 P 0,34 0,33 0,30-0,40 
 TFD 0,30 0,30 0,30 
 MP 0,30 0,30 0,30 
 PTFD 0,33 0,30 0,30-0,40 
 MTFD 0,30 0,25 0,30 
     

IN: Inoculação;  
30IN: 30 dias após a inoculação. 
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Tabela 12 - Resultados da medição do diâmetro (mm) superior/inferior das patas dos camundongos 
nas etapas de inoculação, 30 dias após a inoculação, D1, D6 e D12 de tratamento. 

  Média Mediana Min-Máx 
 CN 0,35 0,35 0,35-0,40 
 CP 0,33 0,30 0,30-0,40 
 M 0,35 0,35 0,30-0,40 
 P 0,32 0,30 0,30-0,35 
IN TFD 0,33 0,30 0,30-0,40 
 MP 0,3 0,30 0,30 
 PTFD 0,32 0,30 0,30-0,35 
 MTFD 0,30 0,30 0,30 
 MPTFD 0,31 0,30 0,30-0,35 

     
 CN 0,39 0,40 0,35-0,40 
 CP 0,39 0,40 0,35-0,40 
 M 0,38 0,40 0,35-0,40 
 P 0,41 0,40 0,40-0,45 
30IN TFD 0,41 0,40 0,40-0,45 
 MP 0,42 0,40 0,40-0,45 
 PTFD 0,42 0,40 0,40-0,45 
 MTFD 0,41 0,40 0,40-0,45 
 MPTFD 0,41 0,40 0,40-0,45 

     
 CN 0,39 0,40 0,35-0,40 
 CP 0,40 0,40 0,40 
 M 0,39 0,40 0,35-0,40 
 P 0,39 0,40 0,40 
D1 TFD 0,40 0,40 0,35-0,45 
 MP 0,38 0,40 0,30-0,45 
 PTFD 0,39 0,40 0,35-0,40 
 MTFD 0,40 0,40 0,40 
 MPTFD 0,40 0,40 0,40 

     
 CN 0,40 0,40 0,40 
 CP 0,40 0,40 0,40-0,45 
 M 0,39 0,40 0,35-0,40 
 P 0,41 0,40 0,40-0,45 
D6 TFD 0,39 0,40 0,35-0,40 
 MP 0,40 0,40 0,40 
 PTFD 0,38 0,40 0,35-0,40 
 MTFD 0,40 0,40 0,40 
 MPTFD 0,40 0,40 0,40 

     
 CN 0,39 0,40 0,35-0,40 
 CP 0,36 0,38 0,30-0,40 
 M 0,40 0,40 0,40 
 P 0,41 0,40 0,40-0,45 
D12 TFD 0,38 0,38 0,35-0,40 
 MP 0,30 0,30 0,30 
 PTFD 0,39 0,40 0,35-0,40 
 MTFD 0,40 0,40 0,40 
     

IN: Inoculação;  
30IN: 30 dias após a inoculação. 
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4.2.3 Pesagem dos Camundongos  

 

 

Todos os animais foram pesados antes da inoculação e 30 dias após, no 1º dia 

antes de iniciar o tratamento, no 6º e 12º dias de tratamento, antes da administração 

das drogas. Os números apresentados na Tabela 13 representam a aferição do peso 

em gramas (g), conforme escala da balança utilizada para pesagem dos animais. 

A média de peso dos camundongos por grupo foi realizada para aferir as 

oscilações de perda e/ou ganho de peso dos grupos e entre eles durante o tratamento 

(Tabela 14).  
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Tabela 13 - Resultados das pesagens (g) dos camundongos por grupo nas etapas de inoculação, 30 dias após a inoculação, D1, D6 e D12 de tratamento. 
 

Camundongo Grupo CN Grupo CP Grupo M Grupo P Grupo TFD Grupo MP Grupo PTFD Grupo 
MTFD 

Grupo 
MPTFD   

I 25,5 27,4 25,0 29,4 25,1 27,4 28,2 25,7 24,6 
Inoculação II 27,9 26,1 27,0 34,4 38,3 25,6 27,7 25,5 25,2  

III 26,9 23,5 26,6 29,1 24,6 25,3 27,7 25,2 25,4  
IV 25,6 21,9 25,3 28,2 27,4 26,8 28,2 29,7 27,5  
V 23,9 25,2 32,9 25,6 26,6 26,0 33,2 25,3 24,6  
VI 25,5 28,8 27,3 24,9 28,2 29,4 22,4 26,7 26,3             
I 26,2 27,7 26,2 29,9 26,3 28,0 28,3 26,9 24,9 

30 dias II 29,3 27,8 28,2 36,2 38,8 26,8 28,1 26,8 26,3  
III 27,3 25,4 28,1 29,2 26,2 27,2 29,8 25,9 26,0  
IV 26,0 23,8 25,6 30,0 27,1 27,1 30,4 30,5 27,4  
V 25,5 27,3 34,0 26,8 27,7 23,4 33,2 26,0 25,8  
VI 25,8 30,8 23,2 26,2 28,7 29,4 23,5 27,6 28,1             
I 27,5 28,6 27,7 29,9 28,3 29,9 29,2 27,6 26,7 

D1 II 30,1 27,5 28,6 36,4 36,9 27,4 29,6 28,9 27,6  
III 29,0 25,1 28,7 29,4 27,3 28,6 29,6 26,7 26,9  
IV 26,5 25,2 26,4 30,0 27,3 29,2 29,7 31,1 P  
V 25,8 29,6 35,7 26,8 28,2 P 33,4 27,0 26,1  
VI 26,8 30,6 29,3 27,2 30,4 31,3 23,9 28,0 28,5             
I 26,6 28,0 25,9 28,7 26,4 25,9 27,8 P 24,5 

D6 II 28,2 26,4 22,3 35,4 33,9 22,8 28,9 24,3 23,6  
III 27,1 24,6 27,4 28,2 24,4 25,4 27,8 24,8 25,0  
IV 25,1 23,8 21,5 28,5 26,8 24,4 27,5 P P  
V 25,0 28,3 31,9 26,3 27,0 P 31,0 P 21,6  
VI 25,9 29,0 24,0 26,3 28,8 25,9 23,2 25,5 24,7             
I E E E E E E E P E 

D12 II 28,1 28,0 E 35,6 E E 28,0 E E  
III 28,4 25,1 27,1 28,1 25,3 23,8 26,9 22,7 E  
IV E E E E E E E P P  
V 24,3 28,1 26,3 27,7 E P 29,9 P E  
VI 25,9 29,5 E 25,8 29,2 E 22,9 E E 

P: perdas durante o período de tratamento. E: eutanásia dos animais para avaliação do tratamento. 
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Tabela 14 - Resultados das médias das pesagens dos camundongos por grupo nas etapas de 
inoculação, 30 dias após a inoculação, D1, D6 e D12 de tratamento. 
 

Inoculação 30 dias após a 
inoculação 

D1 D6 D12 

Grupo CN 25,9 26,7 27,6 26,3 26,7 
Grupo CP 25,5 27,1 27,8 26,7 27,7 
Grupo M 27,4 27,6 29,4 25,5 26,7 
Grupo P 28,6 29,7 30,0 28,9 29,3 
Grupo TFD 28,4 29,1 29,7 27,9 27,3 
Grupo MP 26,8 27,0 29,3 24,9 23,8 
Grupo PTFD 27,9 28,9 29,2 27,7 26,9 
Grupo MTFD 26,4 27,3 28,2 24,9 22,7 
Grupo MPTFD 25,6 26,4 27,2 23,9 

 

 

 

 

4.2.4 Critérios Moleculares 
 

 

4.2.4.1 qPCR 

 

 

Os resultados da quantificação das amostras apresentados na Tabela 15 foram 

obtidos a partir da construção de uma curva padrão desenvolvida com a cepa de 

referência de L. (V.) braziliensis. A curva padrão foi realizada em triplicata com 

amostras de L. (V.) braziliensis (R2 = 0.981, eficiência = 94.615, declive = -3.458) (83) 

(Figura 15). A partir dessa curva, foi possível determinar um limite mínimo de detecção 

de 12,02 leishmânias (32Mb, 70fg por seu genoma diploide) tendo como base o 

tamanho do genoma haploide de L. (V.) braziliensis e considerado 83,15fg do DNA de 

Leishmania como sendo equivalente a um parasito (84). 
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Figura 15 - Curva padrão construída com L. (V.) braziliensis, demonstrando a média dos Cq da diluição 
seriada. 

Fonte: Dados da Pesquisa. 
 

 

A partir da curva padrão, foi possível construir uma curva de referência capaz 

de demonstrar os números absolutos de leishmânias em cada ponto da diluição do 

DNA de L. (V.) braziliensis (ng), bem como os valores de Cq, Tm, correspondentes a 

estes pontos (Figura 16). 

Os resultados da quantificação das 2 amostras de cada grupo (pool) foram 

obtidos após análise em triplicata e realização da média dos valores, o que possibilitou 

a conversão do valor encontrado para o número absoluto de leishmânias por grupo e 

período de tratamento (Tabela 15). 
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Figura 16 - Curva de referência composta pelos números absolutos de leishmânias em cada ponto da diluição da curva padrão, valores de Cq e Tm.  

Fonte: Dados da Pesquisa. 
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Tabela 15 - Resultados da quantificação do DNA de Leishmania braziliensis das amostras dos macerados das patas dos camundongos por grupos de tratamento e período 
de eutanásia. 

Grupo Eutanásia Resultado (ng) Média    
(ng) 

Conversão    
(fg) 

Conversão 
nº de 
leishmânias 

CT Média         
CT 

TM Média 
TM 

    Leitura       Leitura   Leitura   
  A B C     A B C  A B C 
CN  D7 0 0 0 0 0,00 0   30,69 28,85 29,77   81,13 80,23 80,68  

D13 0 0 0 0 0,00 0 31,99 32,19 31,69 31,96 80,98 80,83 80,98 80,93 
CP D7 0,27 0,26 0,29 0,27 273333,33 3287,23 20,39 20,44 20,25 20,36 81,89 81,74 81,88 81,84  

D13 0,18 0,13 0,18 0,16 163333,33 1964,32 20,94 21,48 20,95 21,12 81,88 82,03 82,03 81,98 
M D7 0 0 0 0 0,00 0,00 28,21 20,13 20,09 22,81 81,88 81,88 81,88 81,88  

D13 0 0 0 0 0,00 0,00 29,95 30,29 30,02 30,09 80,23 80,08 80,08 80,13 
P D7 5,62 5,38 5,85 5,62 5616666,67 67548,61 15,81 15,87 15,75 15,81 81,89 81,74 81,88 81,84  

D13 0,57 0,58 0,61 0,59 586666,67 7055,52 19,24 19,21 19,13 19,19 81,88 81,88 81,88 81,88 
TFD D7 0,26 0,26 0,28 0,27 266666,67 3207,06 20,42 20,44 20,33 20,40 81,73 81,73 81,73 81,73 
 D13 0,32 0,33 0,46 0,37 370000,00 4449,79 20,09 20,05 19,57 19,90 81,73 81,58 81,58 81,63 
MP D7 0,05 0,05 0,05 0,05 50000,00 601,32 22,98 22,98 22,79 22,92 81,89 81,74 81,88 81,84  

D13 0 0 0 0 0,00 0 26,61 29,65 29,64 28,63 81,28 81,29 81,14 81,24 
PTFD D7 0,13 0,02 0,05 0,07 66666,67 801,76 21,45 23,97 23,03 22,82 81,58 81,58 81,73 81,63  

D13 0,31 0,27 0,29 0,29 290000,00 3487,67 20,18 20,38 20,24 20,27 81,88 81,73 81,73 81,78 
MTFD D7 0,01 0,01 0,01 0,01 10000,00 120,26 24,91 24,84 24,86 24,87 81,89 81,89 81,88 81,89  

D13 0 0 0 0 0,00 0 20,00 28,01 23,36 23,79 80,68 80,69 80,84 80,74 
MPTFD D7 0,01 0,01 0,01 0,01 10000,00 120,26 25,83 25,88 25,81 25,84 81,43 81,43 81,43 81,43 
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No D7, foi possível confirmar a negatividade em relação ao encontro de 

parasitos no grupo CN, e a positividade do grupo CP, que apresentou 3.287 

leishmânias. O grupo M, não apresentou parasitos de acordo com o limite mínimo de 

detecção. O grupo P foi o que apresentou um número surpreendente de leishmânias 

quando comparado aos outros grupos de tratamento, 67.548 parasitos. O grupo TFD 

apresentou 3.207 parasitos, seguido do grupo MP com 601 parasitos, grupo PTFD 

com 801 parasitos, e grupo MTFD e grupo MPTFD, ambos com 120 parasitos. 

 No D13, o grupo CN apresentou o mesmo resultado do D7, confirmando a 

negatividade para o encontro de parasitos. O grupo CP apresentou 1.964 parasitos, 

constatando-se uma redução do número de leishmânias quando comparado ao 

período anterior. No grupo M, novamente não foram detectados parasitos conforme o 

limite mínimo de detecção. Nesta etapa, o grupo P apresentou 7.055 leishmânias, 

uma queda brusca em relação ao número de parasitos detectados no primeiro 

período. O grupo TFD apresentou 4.449 parasitos nesta fase, um aumento do número 

de leishmânias quando comparado ao período anterior. O grupo MP e o grupo H 

MTFD não apresentaram parasitos de acordo com o limite mínimo de detecção. No 

grupo PTFD, que apresentou o número de 3.487 parasitos, foi possível detectar um 

aumento considerável em relação o primeiro período. Nesta etapa, o grupo MPTFD 

não foi avaliado por não ter amostra disponível para análise. 

 

 Os dados descritos anteriormente podem ser observados na Figura 17, que 

apresenta os números absolutos da quantificação do número de parasitos por grupo 

de tratamento no D7 e no D13.  
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Figura 17 - Quantificação das amostras dos grupos de tratamento por meio da qPCR com valores 
absolutos do número de leishmânias no D7 e no D13.  

A: grupo CN; B: grupo CP; C: grupo M; D: grupo P; E: grupo TFD; F: grupo MP; G: grupo PTFD; H: 
grupo MTFD; I: grupo MPTFD. 

 

 

4.2.5 Critérios Bioquímicos 
 

 

A Tabela 16 e a Tabela 17, mostram os resultados das análises bioquímicas 

realizadas com as amostras sanguíneas dos animais referentes aos grupos de 

tratamento no período D7 e D13, respectivamente. 
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Tabela 16 - Resultados das análises bioquímicas das amostras dos grupos de tratamento no D7. 

Albumina 
(g/dL) 

Bilirrubinas Creatinina 
(mg/dL) 

Fosfatase 
Alcalina (U/L) 

Gama 
GT (U/L) 

TGO 
(UI/L) 

TGP 
(UI/L) 

Ureia 
(mg/dL) 

Totais 
(mg/dL) 

Direta 
(mg/dL) 

Indireta  
(mg/dL) 

CN 2,9 0,02 0,01 0,01 < 0,2  93,0  1 79 29 58 

CN 2,9 0,02 0,01 0,01 < 0,2  91,0  1 144 40 63 

CP  3,0  0,02 0,01 0,01 < 0,2  68,0  1 236 31 61 

TFD  3,0  0,03 0,02 0,01 < 0,2  95,0  1 71 27 55 

TFD 2,6 0,02 0,01 0,01 < 0,2  84,0  1 183 72 51 

MP 2,5 0,02 0,01 0,01 < 0,2  85,0  1 102 92 50 

PTFD 2,8 0,04 0,03 0,01 < 0,2  103,0  1 93 26 52 

PTFD 2,7 0,04 0,03 0,01 < 0,2  109,0  1 74 19 42 

MTFD 2,6 0,02 0,01 0,01 < 0,2  84,0  1 135 117 61 

MPTFD 2,1 0,03 0,02 0,01 < 0,2  96,0  1 291 239 49 
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Tabela 17 - Resultados das análises bioquímicas das amostras dos grupos de tratamento no D13. 

Albumina (g/dL) Bilirrubinas Creatinina (mg/dL) Fosfatase Alcalina 
(U/L) 

Gama 
GT (U/L) 

TGO 
(UI/L) 

TGP 
(UI/L) 

Ureia 
(mg/dL) 

Totais 
(mg/dL) 

Direta 
(mg/dL) 

Indireta 
(mg/dL) 

CN 2,8 0,03 0,02 0,01 <0,2  80,0  1 210 28 62 

CN 2,9 0,05 0,04 0,01 <0,2  104,0  1 164 49 69 

CP  2,7  0,04 0,03 0,01 <0,2  63,0  1 196 31 70 

CP  2,6  0,04 0,03 0,01 <0,2  89,0  1 115 29 68 

M  3,2  0,03 0,02 0,01 <0,2  91,0  1 95 18 73 

P  2,9  0,03 0,02 0,01 <0,2  94,0  1 88 46 53 

P  2,7  0,04 0,02 0,02 <0,2  86,0  <0 159 45 40 

TFD  2,8  0,03 0,02 0,01 <0,2  71,0  1 304 35 72 

TFD 2,6 0,03 0,02 0,01 <0,2  92,0  1 62 24 58 

MP 2,5 0,02 0,01 0,01 <0,2  81,0  <0 112 63 66 

PTFD 2,7 0,03 0,02 0,01 <0,2  89,0  1 142 66 66 

PTFD 2,8 0,04 0,03 0,01 <0,2  96,0  1 72 28 37 

MTFD  3,0   0,20  0,14 0,06 <0,2  118,0  1 340 79 50 
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4.2.6 Critérios Imunológicos 
 

 

4.2.6.1 Expressão de Corpúsculos Lipídicos Detectada pela Coloração com Oil Red 

O. 

 

A Tabela 18, Tabela 19, Tabela 20, e Tabela 21 apresentam os resultados 

encontrados após a quantificação do número de células nas lâminas de cada animal. 

A quantificação permitiu avaliar o número de células que produziram ou não 

corpúsculos lipídicos, e o número total destes, com isso, foi possível obter o índice 

corpuscular, a proporção e a média das células contadas. A Tabela 18 e a Tabela 20 

apresentam os valores encontrados nas amostras que foram estimuladas com LPS 

nas etapas D7 e D13, respectivamente. A Tabela 19 e a Tabela 21, representam os 

resultados das amostras que não foram estimuladas com LPS nas etapas D7 e D13, 

respectivamente. 
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Tabela 18 - Resultados da quantificação dos corpúsculos lipídicos sensibilizados com LPS no D7 
demonstrando o índice corpuscular, a porcentagem de macrófagos apresentando corpúsculos lipídicos 
no citoplasma e a média de corpúsculos dentro dos macrófagos. 

 
 

Total 
de 
Células 

Células que 
não 
produzem 
corpúsculos 

Células que 
produzem 
corpúsculos 

Nº de 
corpúsculos 

IC MØ% Média 

CN - I 200 126 74 126 63,0 37,0 1,7 

CN - IV 200 140 60 140 70,0 30,0 2,3 

CP - I 200 128 72 128 64,0 36,0 1,8 

CP - IV               

M - I 200 168 32 168 84,0 16,0 5,3 

M - IV 200 184 16 184 92,0 8,0 11,5 

P - I 200 44 156 44 22,0 78,0 0,3 

P - IV 200 120 80 120 60,0 40,0 1,5 

TFD - I 200 82 118 82 41,0 59,0 0,7 

TFD - IV 200 54 146 54 27,0 73,0 0,4 

MP - I 200 166 34 166 83,0 17,0 4,9 

MP - IV 200 162 38 162 81,0 19,0 4,3 

PTFD - I 200 148 52 148 74,0 26,0 2,8 

PTFD - IV 200 161 39 161 80,5 19,5 4,1 

MTFD - II 200 166 34 166 83,0 17,0 4,9 

MTFD - VI 200 164 36 164 82,0 18,0 4,6 

MPTFD - I 200 175 25 175 87,5 12,5 7,0 

MPTFD - VI 200 187 13 187 93,5 6,5 14,4 

IC (índice corpuscular): 100 x nº de corpúsculos / nº total de células. 
MØ%: 100 x nº de células que produziram corpúsculos / nº total de células. 
Média: índice corpuscular / proporção. 
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Tabela 19 - Resultados da quantificação dos corpúsculos lipídicos no D7 demonstrando o índice 
corpuscular, a porcentagem de macrófagos apresentando corpúsculos lipídicos no citoplasma e a 
média de corpúsculos dentro dos macrófagos. 

 
 

Total 
de 
Células 

Células que 
não 
produzem 
corpúsculos 

Células que 
produzem 
corpúsculos 

Nº de 
corpúsculos 

IC MØ% Média 

CN - I 200 125 75 125 62,5 37,5 1,7 
CN - IV 200 139 61 139 69,5 30,5 2,3 
CP - I 200 145 55 145 72,5 27,5 2,6 
CP - IV               
M - I 200 166 34 166 83,0 17,0 4,9 
M - IV 200 180 20 180 90,0 10,0 9,0 
P - I 200 64 136 64 32,0 68,0 0,5 
P - IV 200 75 125 75 37,5 62,5 0,6 
TFD - I 200 87 113 87 43,5 56,5 0,8 
TFD - IV 200 133 67 133 66,5 33,5 2,0 
MP - I 200 169 31 169 84,5 15,5 5,5 
MP - IV 200 175 25 175 87,5 12,5 7,0 
PTFD - I 200 137 63 137 68,5 31,5 2,2 
PTFD - IV 200 140 60 140 70,0 30,0 2,3 
MTFD - II 200 164 36 164 82,0 18,0 4,6 
MTFD - VI 200 162 38 162 81,0 19,0 4,3 
MPTFD - I 200 169 31 169 84,5 15,5 5,5 
MPTFD - VI 200 189 11 189 94,5 5,5 17,2 

IC (índice corpuscular): 100 x nº de corpúsculos / nº total de células. 
MØ%: 100 x nº de células que produziram corpúsculos / nº total de células. 
Média: índice corpuscular / proporção. 
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Tabela 20 - Resultados da quantificação dos corpúsculos lipídicos sensibilizados com LPS no D13 
demonstrando o índice corpuscular, a porcentagem de macrófagos apresentando corpúsculos lipídicos 
no citoplasma e a média de corpúsculos dentro dos macrófagos. 

 
 

Total 
de 
Células 

Células que 
não 
produzem 
corpúsculos 

Células que 
produzem 
corpúsculos 

Nº de 
corpúsculos 

IC MØ%: Média 

CN - II 200 139 61 139 69,5 30,5 2,3 
CN - V 200 148 52 148 74,0 26,0 2,8 
CP - II 200 142 58 142 71,0 29,0 2,4 
CP - V 206 138 68 138 67,0 33,0 2,0 
M - III 200 141 59 141 70,5 29,5 2,4 
P - II 200 145 55 145 72,5 27,5 2,6 
P - V 200 136 64 136 68,0 32,0 2,1 
TFD - III 200 159 41 159 79,5 20,5 3,9 
TFD - VI 200 157 43 157 78,5 21,5 3,7 
MP - III 200 176 24 176 88,0 12,0 7,3 
PTFD - II 200 92 108 92 46,0 54,0 0,9 
PTFD - V 200 55 145 55 27,5 72,5 0,4 
MTFD - III 200 170 30 170 85,0 15,0 5,7 

IC (índice corpuscular): 100 x nº de corpúsculos / nº total de células. 
MØ%: 100 x nº de células que produziram corpúsculos / nº total de células. 
Média: índice corpuscular / proporção. 
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Tabela 21 - Resultados da quantificação dos corpúsculos lipídicos no D13 demonstrando o índice 
corpuscular, a porcentagem de macrófagos apresentando corpúsculos lipídicos no citoplasma e a 
média de corpúsculos dentro dos macrófagos. 

 
 

Total 
de 
Células 

Células que 
não 
produzem 
corpúsculos 

Células que 
produzem 
corpúsculos 

Nº de 
corpúsculos 

IC MØ%: Média 

CN - II 200 149 51 149 74,5 25,5 2,9 
CN - V 200 138 62 138 69,0 31,0 2,2 
CP - II 200 152 48 152 76,0 24,0 3,2 
CP - V 200 145 55 145 72,5 27,5 2,6 
M - III 200 147 53 147 73,5 26,5 2,8 
P - II 200 100 100 100 50,0 50,0 1,0 
P - V 200 139 61 139 69,5 30,5 2,3 
TFD - III 200 154 46 154 77,0 23,0 3,3 
TFD - VI 200 169 31 169 84,5 15,5 5,5 
MP - III 200 185 15 185 92,5 7,5 12,3 
PTFD - II 200 68 132 68 34,0 66,0 0,5 
PTFD - V 200 63 137 63 31,5 68,5 0,5 
MTFD - III 200 164 36 164 82,0 18,0 4,5 

IC (índice corpuscular): 100 x nº de corpúsculos / nº total de células. 
MØ%: 100 x nº de células que produziram corpúsculos / nº total de células. 
Média: índice corpuscular / proporção. 
 
 

A avaliação do efeito da miltefosina, pentoxifilina e terapia fotodinâmica (TFD) 

na produção de corpúsculos lipídicos pelos macrófagos peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados ou não com Leishmania braziliensis, no dia 7 de tratamento, foi 

baseada na análise do percentual de macrófagos expressando corpúsculos lipídicos 

(%), na média de expressão corpuscular, e no índice corpuscular, conforme 

apresentado na Figura 18.  

Seguindo os mesmos critérios apresentados anteriormente, a avaliação do 

efeito das associações miltefosine+pentoxifilina (MP), pentoxifilina+TFD (PTFD), 

miltefosina+TFD (MTFD),  e miltefosina+pentoxifilina+TFD (MPTFD), no dia 7 de 

tratamento, também foi baseada na análise do percentual de macrófagos 

expressando corpúsculos lipídicos (%), na média de expressão corpuscular, e no 

índice corpuscular, conforme apresentado na Figura 19. 

De acordo com os testes estatísticos Kruskal-Wallis e Dunn, adotados nestas 

análises, constatou-se normalidade entre os resultados encontrados, tanto no 

percentual de macrófagos peritoneais expressando corpúsculos lipídicos, quanto nos 
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resultados encontrados na média de expressão corpuscular e índice corpuscular. 

Essa normalidade estatística foi encontrada na avaliação do tratamento com as 

drogas de maneira isolada e quando associadas, no D7. 

 

 

Figura 18 - Avaliação do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de corpúsculos lipídicos 
pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com Leishmania braziliensis. 
Percentual de macrófagos apresentando corpúsculos lipídicos, média corpuscular e índice corpuscular. 
Dia 7- Miltefosina; Dia 7 - Pentoxifilina; Dia 7 - TFD.  Nenhum valor de p foi menor 0,05 (teste Kruskal-
Wallis, seguido pelo método de Dunn). Os dados estão representados em medianas, quartis e 
extremos.  
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Figura 19 - Avaliação do efeito da associação da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de 
corpúsculos lipídicos pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com 
Leishmania braziliensis. Dia 7- Miltefosina + Pentoxifilina; Dia 7 - Pentoxifilina + TFD; Dia 7 - Miltefosina 
+TFD; Dia 7- Miltefosina + Pentoxifilina + TFD. Nenhum valor de p foi menor 0,05, (teste Kruskal-Wallis, 
seguido pelo método de Dunn;). Os dados estão representados em medianas, quartis e extremos.  

 
 

 

O percentual de macrófagos expressando corpúsculos lipídicos (%), a média 

de expressão corpuscular, e o índice corpuscular, foram descritos de acordo com os 

resultados obtidos da avaliação do efeito da miltefosina, pentoxifilina, TFD, e 

associações destas drogas, na produção de corpúsculos lipídicos pelos macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com Leishmania braziliensis, 

no dia 13 de tratamento, conforme demonstrado na Figura 20 e Figura 21. 

A avaliação por meio dos testes estatísticos Kruskal-Wallis e Dunn, demonstra 

normalidade entre os resultados encontrados no percentual de macrófagos 

peritoneais expressando corpúsculos lipídicos, nos resultados da média de expressão 

corpuscular e no índice corpuscular. Essa normalidade estatística foi encontrada na 

avaliação do tratamento com as drogas administradas isoladamente e em associação, 

no D13. 

 



88 
 

 
Figura 20 - Avaliação do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de corpúsculos lipídicos 
pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com Leishmania braziliensis. 
Percentual de macrófagos apresentando lipídicos, média corpuscular e índice corpuscular. Dia 7 - 
Miltefosina; Dia 7 - Pentoxifilina; Dia 7 - TFD.  Nenhum valor de p foi menor 0,05 (teste Kruskal-Wallis, 
seguido pelo método de Dunn). Os dados estão representados em medianas, quartis e extremos. 
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Figura 21 - Avaliação do efeito da associação da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de 
corpúsculos lipídicos pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com 
Leishmania braziliensis. Dia 13 - Miltefosina + Pentoxifilina; Dia 13 - Pentoxifilina + TFD; Dia 13 - 
Miltefosina +TFD. Nenhum valor de p foi menor 0,05 (teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de 
Dunn;). Os dados estão representados em medianas, quartis e extremos.  

 

 

4.2.6.2 Determinação da Produção de Óxido Nítrico 

 

As avaliações do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de NO 

pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com 

Leishmania braziliensis, no D7 e D13, apresentaram-se em diferentes concentrações 

(μM), conforme apresentado na Figura 22. 

É importante ressaltar que na avaliação D7, o grupo controle negativo (CN) 

apresentou visualmente diferenças entre os animais, no que se refere à produção de 

óxido nítrico. Um camundongo apresentou produção de aproximadamente 200μM de 

óxido nítrico, e o outro animal, apresentou aproximadamente 900μM da mesma 

molécula.  

Na avaliação da produção de óxido nítrico nos animais tratados no D7 com as 

drogas miltefosina (p = 0,5647), pentoxifilina (p = 0,3679) e TFD (p = 0,5647), o valor 

de p encontrado para ambas foi maior que 0,05, indicando que não houve diferença 
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entre os grupos, e sim, normalidade nas amostras comparadas. No dia 13 de 

tratamento, a quantificação da produção de óxido nítrico nos animais tratados com 

miltefosina (p = 0,1653), pentoxifilina (p = 0,5647), e TFD (p = 0,1017) também indicou 

não haver diferença entre os grupos. A estatística empregada nestas avaliações 

utilizou o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn. Os dados estão 

representados em medianas, quartis e extremos.  

 

 
Figura 22 - Avaliação do efeito da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de NO pelos macrófagos 
peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com Leishmania braziliensis, concentração 
expressa em μM. Dia 7- Miltefosina, p = 0,5647; Dia 7 - Pentoxifilina, p = 0,3679; Dia 7 - TFD, p = 
0,5647, Dia 13 - Miltefosina, p = 0,1653; Dia 13 - Pentoxifilina, p = 0,5647; Dia 13 - TFD, p = 0,1017,  
(teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn). Os dados estão representados em medianas, 
quartis e extremos.  

 

 

As avaliações dos efeitos das associações das drogas miltefosina, pentoxifilina 

e TFD na produção de NO pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

infectados ou não com Leishmania braziliensis, no dia 7 de tratamento, apresentaram-

se em diferentes concentrações (μM), conforme apresentado na Figura 23.  

Na avaliação da produção de óxido nítrico nos animais tratados no D7 com as 

associações das drogas miltefosina + pentoxifilina (p = 0,75282), pentoxifilina + TFD 

(p = 0,65141), miltefosina +TFD (p = 0,82202) e miltefosina + Pentoxifilina + TFD (p = 

0,68642), o valor de p encontrado para ambas foi  maior que 0,05, indicando que não 

houve diferença entre os grupos, e sim, normalidade nas amostras comparadas. A 

análise estatística empregada nestas avaliações utilizou o teste Kruskal-Wallis1, 
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seguido pelo método de Dunn, e ANOVA2, seguido pelo método de Tukey. Os dados 

estão representados em medianas, quartis e extremos.  

 

 
Figura 23 - Avaliação do efeito da associação da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de NO 
pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com Leishmania braziliensis, 
concentração expressa em μM. Dia 7 - Miltefosina + Pentoxifilina, p = 0,75282; Dia 7 – Pentoxifilina + 
TFD, p = 0,65141; Dia 7 – Miltefosina +TFD, p = 0,82202, Dia 7- Miltefosina + Pentoxifilina + TFD, p = 
0,68642 (1teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de 
Tukey). Os dados estão representados em medianas, quartis e extremos.  

 

 

As avaliações dos efeitos das associações das drogas miltefosina, pentoxifilina 

e TFD na produção de NO pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c 

infectados ou não com Leishmania braziliensis, no dia 13 de tratamento, 

apresentaram-se em diferentes concentrações (μM), conforme apresentado na Figura 

24.  

Na avaliação da produção de óxido nítrico nos animais tratados no D13 com as 

associações das drogas miltefosina + pentoxifilina (p = 0,16531) e miltefosina +TFD (p 

= 0,16531), o valor de p encontrado para ambas foi maior que 0,05, indicando que não 

houve relevância significativa. No grupo de animais tratados com a associação da 

pentoxifilina + TFD, a análise estatística da avaliação da produção de óxido nítrico 

apresentou relevância significativa, com p = 0,02452.  A análise estatística empregada 
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nestas avaliações utilizou o teste Kruskal-Wallis1, seguido pelo método de Dunn, e 

ANOVA2, seguido pelo método de Tukey. Os dados estão representados em 

medianas, quartis e extremos. 

 

 
Figura 24 - Avaliação do efeito da associação da miltefosina, pentoxifilina e TFD na produção de NO 
pelos macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados ou não com Leishmania braziliensis, 
concentração expressa em μM. Dia 13 - Miltefosina + Pentoxifilina, p = 0,16531; Dia 13 - Pentoxifilina + 
TFD, p = 0,02452; Dia 13 - Miltefosina +TFD, p = 0,16531 (1teste Kruskal-Wallis, seguido pelo método 
de Dunn; 2ANOVA, seguido pelo método de Tukey). Os dados estão representados em medianas, 
quartis e extremos.  
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5. DISCUSSÃO 
 

 

Na confirmação da infecção aos 45 dias após inoculação dos animais, todos os 

aspirados dos grupos, exceto o CN, tiveram crescimento de leishmânias, mesmo 

padrão encontrado em outro estudo que avaliou a eficácia da miltefosina associado 

com TFD com fitalocianina de cloro-alumínio lipossomal no tratamento de LC causada 

por L. (L.) amazonensis em camundongos C57BL/6 (30). Os meios de cultura 

realizados no D7, também apresentaram crescimento de parasitos, exceto o CN. 

Nesta fase de avaliação, as culturas que apresentaram crescimento de leishmânias 

tardiamente (120h) foram as dos grupos tratados com M, MP, MTFD e MPTFD, ou 

seja, todos os grupos que receberam a droga miltefosina, sugerindo que a droga pode 

influenciar o crescimento destes parasitos em meio de cultura. No último período de 

avaliação, D13, os grupos M, MP não apresentaram crescimento de parasitos nos 

meios de cultura, resultados diferentes dos encontrados em outro estudo com 

camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) amazonensis, no qual o primeiro grupo 

apresentou uma cultura positiva, e o segundo apresentou duas culturas positivas (18). 

Em estudo realizado comparando a eficácia do tratamento de miltefosina e 

miltefosina com pentoxifilina em camundongos C57BL/6 infectados com L. (L.) 

amazonensis, após 12 dias de administração das drogas, foi possível observar formas 

amastigotas do parasito apenas nos esfregaços do grupo CP, corroborando com os 

resultados observados nos mesmos grupos e período de tratamento deste estudo 

(18). Na pesquisa que avaliou a eficácia do miltefosina e miltefosina associado com 

TFD e ftalocianina de cloro-alumínio lipossomal em camundongos C57BL/6 infectados 

com L. (L.) amazonensis, não houve diferença estatística significativa entre os grupos 

em relação à pesquisa de amastigota (30). A observação visual das lâminas contendo 

os esfregaços para pesquisa de formas amastigotas pode ser considerada imprecisa 

devido à baixa sensibilidade do teste devido ou erro do observador, ao tipo de material 

biológico e a dificuldade em fixar e corar os parasitos nas lâminas, e ainda, o grau de 

parasitismo (18,30,85), por isso, deve ser associada a outros critérios para avaliação 

do tratamento.  

Após o período de observação das placas utilizadas para a análise da diluição 

seriada, na primeira etapa de avaliação do tratamento (D7) e na segunda etapa (D13), 

as placas referentes ao CN, não apresentaram crescimento de parasitos como 
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esperado, indicando a não infecção dos animais deste grupo. O resultado oposto 

ocorreu com as placas do grupo CP, que apresentou crescimento de leishmânias nas 

duas etapas de avaliação, indicando a infecção dos animais. Na fase D7, as placas 

dos grupos CN e CP não apresentaram crescimento de fungos, o que ocorreu na fase 

D13 com ambos os grupos.  

As placas referentes ao grupo M, apresentaram resultados satisfatórios, visto 

que após seis dias de tratamento poucos poços positivaram para o crescimento de 

parasitos, e após 12 dias de tratamento nenhum poço da placa positivou.  

Nas placas com as amostras do grupo tratado com pentoxifilina, os resultados 

não foram animadores, pois no D7 todos os poços positivaram para o crescimento de 

parasitos, e no D13, apenas alguns poços da última diluição e um poço da penúltima 

diluição não apresentaram crescimento de leishmânias, demonstrando 

aparentemente que a droga não foi eficaz durante os 12 dias de administração. O 

mesmo padrão foi observado nas placas do grupo tratado com a TFD, porém, com 

piores resultados no D13, onde todos os poços permaneceram positivos para o 

crescimento de leishmânias. Esses dados foram confirmados pela análise do MTT 

que demonstra semelhança destes grupos de tratamento com o grupo controle 

positivo. 

Os resultados observados visualmente nas placas do grupo MP, mostraram 

que no D7 a maioria dos poços apresentaram crescimento de leishmânias, sugerindo 

que a pentoxifilina que é uma metilxantina que supre a transcrição do gene TNF-a, 

assim como alguns imunobiológicos (27), pode influenciar no crescimento destes 

parasitos, alterando a ação da miltefosina, visto que o grupo tratado apenas com 

miltefosina apresentou melhores resultados no tratamento durante o mesmo período. 

No estudo que descreveu um caso de LC, sem manifestação visceral, causada 

por Leishmania (Leishmania) infantum, o paciente apresentou granulomas na pele 

enquanto fazia uso de anti-TNF alfa e metotrexato, indicando que a terapia biológica 

pode ter sido o principal fator desencadeante da doença, visto que está associada ao 

aumento do risco de infecções. Neste caso, o paciente estava portando uma infecção 

inaparente por Leishmania (Leishmania) infantum e provavelmente o anti-TNF alfa foi 

o gatilho para a manifestação clínica da doença (86).  

Ao avaliar o tratamento no D13, visualmente nas placas de diluição limitante, o 

grupo MP apresentou o mesmo resultado que o grupo tratado com miltefosina 

isoladamente, não apresentando crescimento de leishmânias em nenhum poço da 
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placa, podendo indicar que neste caso, com mais tempo de tratamento, a pentoxifilina 

não influenciou negativamente na ação da miltefosina. Complementarmente, a análise 

pelo MTT demonstrou que há diferença significativa na comparação entre MP e M.  

Neste estudo, a análise estatística mostrou que o tratamento com a associação 

MP, apresentou resultados semelhantes ao controle negativo, o que não ocorreu ao 

comparar a miltefosine isoladamente com o mesmo grupo controle. Em outro estudo 

experimental que avaliou a eficácia da miltefosina-pentoxifilina comparada à 

miltefosina no tratamento da LC em camundongos C57Bl/6, verificou-se que o 

tratamento MP também foi mais eficaz que miltefosina isolada, quando ambos foram 

comparados ao grupo controle, corroborando com os resultados deste trabalho (18). 

Um ensaio clínico randomizado que utilizou a miltefosina oral associada à pentoxifilina 

para o tratamento de LTA apresentou boa taxa de cura, ressaltando baixos índices de 

efeitos adversos (24).  

No grupo PTFD, a placa referente ao D7 apresentou crescimento de parasitos 

em pouco mais da metade do total de poços, resultados melhores quando 

comparados aos observados na placa do grupo tratado apenas com pentoxifilina, na 

qual todos os poços foram positivos para o crescimento de parasitos, o que poderia 

sugerir que a associação com a TFD ajudou na eficácia do tratamento neste período. 

Contudo, os dados obtidos pelo MTT demonstram haver semelhança entre os grupos 

de tratamento. 

Esta associação PTFD, após doze dias de tratamento (D13), apresentou 

positividade para crescimento de leishmânias em todos os poços, o que não ocorreu 

no grupo tratado apenas com pentoxifilina, no qual poucos poços não apresentaram 

crescimento de parasitos. O mesmo resultado foi obtido pela análise do MTT, que 

demonstra haver diferença significativa entre os grupos. Os resultados sugerem que 

a pentoxifilina associada à terapia fotodinâmica parece ser mais eficaz no tratamento 

durante doze dias de tratamento. 

Na placa referente ao grupo MTFD, no D7 mais da metade dos poços não 

apresentaram crescimento de parasitos, porém, aparentemente, esse resultado não 

foi melhor que o observado no grupo tratado apenas com miltefosina, no qual a maior 

parte da placa não apresentou crescimento de leishmânias. De acordo com a análise 

do MTT, essa comparação demonstra que os grupos de tratamento tiveram resultados 

semelhantes. Entretanto, no D13 na associação MTFD nenhum poço apresentou 

crescimento de leishmânias, mesmo resultado observado no grupo tratado com 
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miltefosina isolado. A estatística pelo MTT corrobora com esses resultados, visto após 

doze dias de tratamento, a associação MTFD assemelhou-se ao grupo controle 

negativo.   

No grupo tratado com associação MPTFD, a maioria dos poços da placa 

referente ao D7 não apresentou crescimento de parasitos, e os resultados quase 

foram iguais aos observados na placa do grupo tratado apenas com miltefosina. Pela 

análise do MTT, há diferença significativa entre os grupos. Não foi possível comparar 

os resultados com os do D13 porque os animais não resistiram até o final do estudo, 

o que poderá ser avaliado após a análise estatística dos dados e a comparação entre 

diferentes metodologias para identificar os possíveis efeitos colaterais sofridos pelos 

animais que foram submetidos a esta terapia. 

De acordo com os resultados obtidos na avaliação da qPCR, é possível inferir 

que no grupo CP a diminuição do número de parasitos visualizada no D13 e quando 

comparada ao D7, pode indicar ação dos mecanismos de defesa do próprio organismo 

do camundongo.  

No grupo tratado com miltefosina não houve detecção de parasitos nas duas 

etapas de avaliação do tratamento, porém, deve-se levar em consideração o limite 

mínimo de detecção da curva padrão, o que impossibilita afirmar que não havia 

parasitos, apenas que a quantidade encontrada provavelmente foi menor que 12,02 

leishmânias.  

O grupo tratado com a pentoxifilina apresentou um número muito elevado de 

leishmânias na primeira etapa de avaliação do tratamento, porém, a redução do 

número de parasitos observada na segunda etapa foi relevante ao considerar mais 

seis dias de administração da droga. Ressalta-se que mesmo diante do número 

excessivo de parasitos nos camundongos do grupo tratado com esta droga, os 

animais não apresentaram sinais e sintomas clínicos importantes que 

caracterizassem um quadro mais grave relacionado à infeção.   

Aparentemente, a terapêutica do grupo tratado apenas com a TFD não foi 

eficaz, visto que na segunda etapa de avaliação houve um aumento do número de 

parasitos quando comparado à primeira etapa. 

 O grupo MP apresentou bons resultados na primeira etapa de avaliação do 

tratamento, e ainda melhores na segunda etapa, quando não houve detecção de 

parasitos. Levando em consideração os resultados do grupo tratado apenas com a 
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pentoxifilina, parece que quando associada ao miltefosina, o efeito potencializador do 

aumento do número de parasitos não ocorre.  

No grupo PTFD foi possível constatar um aumento considerável do número de 

parasitos na segunda etapa de avaliação do tratamento, o que pode ser sugerido pela 

associação com a pentoxifilina, visto que no grupo tratado apenas com essa droga, o 

número de leishmânias foi muito elevado na primeira etapa de tratamento.   

O grupo MTFD também apresentou um número reduzido de parasitos na 

primeira etapa de avaliação do tratamento, e na segunda etapa, de acordo com o 

limite mínimo de detecção, não foram detectadas leishmânias. Ao comparar esse 

tratamento com o grupo que recebeu apenas miltefosina, é possível inferir que a TFD 

associada a este medicamento, parece de alguma maneira influenciar negativamente 

o tratamento, já que na primeira etapa houve detecção de parasitos, o que não foi 

observado no grupo M.  

No grupo MPTFD, constatou-se que no D7 do tratamento a quantidade de 

parasitos detectadas foi a mesma encontrada no grupo MTFD, o que pode indicar 

neste caso, que a pentoxifilina quando associada às outras drogas parece não 

potencializar o aumento do número de parasitos, o que já havia sido constatado 

quando associada apenas ao miltefosina. Neste caso, foi possível constatar que a 

miltefosina parece ter minimizado os efeitos da pentoxifilina e da TFD, que juntas não 

apresentaram bons resultados. A associação MPTFD parece ser mais eficaz que a 

associação MP no D7 de tratamento, visto que na comparação dos grupos apresentou 

um número reduzido de leishmânias. 

Ao comparar os resultados dos exames bioquímicos nos dois períodos 

analisados, percebe-se que na maioria deles não foram detectadas alterações 

consideráveis, porém, os valores da fosfatase alcalina, TGO e TGP parecem ter 

sofrido alterações de uma etapa para a outra. Tais alterações, podem indicar efeitos 

adversos das drogas utilizadas nos grupos de tratamento, visto que alguns pacientes 

tratados com miltefosina apresentam hepato e nefrotoxicidade (reversíveis), 

evidenciadas pela elevação dos níveis séricos dessas enzimas (87,88). 

Devido a questões técnicas e operacionais, não foi possível verificar os efeitos 

adversos dos esquemas terapêuticos em camundongos BALB/c infectados com L. (V.) 

braziliensis por meio de análises bioquímicas e histopatológicas. Os dados obtidos 

dos exames bioquímicos serão analisados juntamente com os resultados dos exames 

histopatológicos. O material coletado para histopatologia, conforme descrito na 
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metodologia, permanece armazenado em condições adequadas para que em 

momento oportuno seja processado, e os resultados obtidos sejam incluídos em artigo 

científico a ser publicado. 

Ao analisar a ação da miltefosina em relação à produção de óxido nítrico, 

parece existir uma tendência de diminuição da produção dessa molécula pela ação 

da droga, tanto no D7 quanto no D13.  Essa avaliação, corrobora com dados que 

mostraram que, além do efeito antimicrobiano da miltefosina, a droga apresentou 

efeitos imunomoduladores em macrófagos, neste caso, em camundongos C57BL/6, 

melhorando a fagocitose e diminuindo a produção de NO (54). 

Na análise da pentoxifilina, foi possível observar que há uma tendência de 

aumento na produção de óxido nítrico, nos dois períodos de tratamento, D7 e D13. 

Em relação à TFD, parece existir uma tendência de aumento (discreto) da produção 

de óxido nítrico no D7, e uma diminuição no D13. 

 Na associação MP, a produção de óxido nítrico no D7 foi semelhante 

ao grupo infectado (controle positivo), e no D13 apresentou possível tendência de 

diminuição da produção desta molécula.  

 Ao analisar a associação PTFD, no D7 a produção de óxido nítrico foi 

semelhante à produção pelos grupos controles, e no D13, esse tratamento apresentou 

relevância significativa, demonstrando que foi constatada diferença entre os grupos 

de comparação (controles negativo e positivo), com valor de p = 0,0245.  

 Na avaliação da associação MTFD, no D7 a produção de óxido nítrico 

foi semelhante aos grupos controles, e no D13, apresentou uma tendência de 

diminuição na produção de NO.  

 O grupo da associação MPTFD, no D7, apresentou produção de óxido 
nítrico semelhante aos grupos controles, e no D13, não foi possível realizar a análise 

devido a perda de animais durante o curso dos experimentos.  

Na avaliação do efeito das drogas de maneira isolada, no que se refere ao 

percentual de macrófagos expressando corpúsculos lipídicos (D7), é possível 

observar que a miltefosina apresentou tendência em diminuir a produção de 

corpúsculo lipídico pelos macrófagos, e o inverso aconteceu com a pentoxifilina, que 

aparentemente apresentou tendência de aumento na produção dos corpúsculos. No 

grupo tratado com a TFD é possível observar uma tendência de aumento de produção 

de corpúsculos lipídicos menos expressiva ao comprar com o grupo tratado com a 

pentoxifilina.  
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Em relação à média de expressão corpuscular (D7), é possível observar que a 

miltefosina apresentou tendência de aumento em relação ao grupo infectado, e a 

pentoxifilina e a TFD apresentaram tendência de diminuição. 

No que se refere ao índice corpuscular (D7), é possível observar que a 

miltefosina apresenta uma tendência de aumento (muito pequena) em relação ao 

grupo infectado; a pentoxifilina apresenta uma tendência aparentemente maior de 

diminuição em relação ao infectado; e a TFD apresenta uma tendência discreta de 

diminuição em relação ao infectado. Contudo, analisando o percentual de macrófagos 

expressando corpúsculos lipídicos, a média de expressão corpuscular, e o índice 

corpuscular, é possível observar que aparentemente a pentoxifilina e a TFD possuem 

uma ação parecida. 

Na avaliação do efeito da associação das drogas, no D7, referente ao 

percentual de macrófagos expressando corpúsculos lipídicos, à média de expressão 

corpuscular, e ao índice corpuscular, houve uma falha no grupo de animais infectados 

(CP) e que serve como grupo de comparação, visto que um animal não apresentou 

células suficientes para realizar a contagem, o que diminui o número de animais 

disponíveis para análise.  

Em relação ao efeito das drogas referente ao percentual de macrófagos 

expressando corpúsculos lipídicos (D7), na associação MP é possível observar uma 

tendência de diminuição; na associação PTFD não foi possível observar diferença, 

pois o grupo apresenta resultados semelhantes aos grupos controles; na associação 

MTFD é possível observar um discreta tendência de diminuição; e na associação 

MPTFD aparentemente há uma tendência de diminuição em relação o percentual de 

macrófagos expressando corpúsculos lipídicos.  

Nos resultados da média de expressão corpuscular (D7), a associação MP 

apresentou aparentemente uma tendência de aumento; na associação PTFD o grupo 

apresentou resultados semelhantes aos grupos controles; na associação MTFD é 

possível observar uma discreta tendência de aumento; e a associação MPTFD parece 

apresentar uma tendência de aumento. 

Na avaliação referente ao efeito da associação das drogas, em relação ao 

índice corpuscular (D7), as associações MP e MPTFD apresentaram aparentemente 

uma tendência de aumento; a associação PTFD apresentou resultados semelhantes 

aos grupos controles; e associação MTFD parece apresentar discreta tendência de 

aumento.  
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Em relação à avaliação do efeito da miltefosina de maneira isolada, no D13, é 

possível observar que não houve diferença de aumento ou diminuição na produção 

de macrófagos expressando corpúsculos lipídicos, na média de expressão 

corpuscular, e no índice corpuscular.  

Ao observar a avaliação do efeito da pentoxifilina isoladamente nas três 

análises, no D13, é possível verificar que a droga parece aumentar o número de 

macrófagos expressando corpúsculos lipídicos; aparentemente apresenta uma 

discreta tendência de diminuição em relação à média de expressão corpuscular; e 

uma tendência de diminuição em relação ao índice corpuscular. 

A análise do efeito da TFP de maneira isolada, no D13, indica discreta 

tendência de diminuição em relação aos macrófagos expressando corpúsculos 

lipídicos; e apresenta discreta tendência de aumento em relação à média de 

expressão corpuscular e ao índice corpuscular.  

Na avaliação do efeito das associações MP e MTFD, no D13, em relação ao 

percentual de macrófagos expressando corpúsculos lipídicos, à média de expressão 

corpuscular, e ao índice corpuscular, um dos animais disponíveis para análise (em 

cada grupo) não apresentou células suficientes para realizar a contagem, o que 

diminui o número de animais disponíveis para análise. Entretanto, ao observar o efeito 

da associação MP, parece haver tendência no aumento da média de expressão 

corpuscular e no índice corpuscular, e o inverso pode ocorrer nos macrófagos 

expressando corpúsculos lipídicos. Na análise do efeito da associação MTFD, parece 

existir uma discreta tendência de aumento na média de expressão corpuscular e no 

índice corpuscular, o e inverso pode ser sugerido nos macrófagos expressando 

corpúsculos lipídicos. 

Ao observar o efeito da associação PTFD, parece que os macrófagos 

expressando corpúsculos lipídicos apresentam uma possível tendência de aumento 

em relação aos grupos controles. Em relação à média de expressão corpuscular e 

índice corpuscular, parece existir uma tendência de diminuição. 

É importante ressaltar que todas as observações que indicaram possíveis 

tendências de aumento ou diminuição, tanto na avaliação da produção de óxido 

nítrico, quanto na análise da expressão de corpúsculos lipídicos, e que se referem aos 

grupos tratados com as drogas em teste e suas associações, foram realizadas com 

base na comparação com os grupos controles. As suposições baseadas nas imagens 

apresentadas, geradas pela análise estatística, foram inseridas nos achados devido 
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ao valor de p não ter sido menor que 0,05, e a necessidade de observar as possíveis 

variações nos grupos de tratamento. 

Lamentavelmente, o número de camundongos disponíveis para análise não foi 

suficiente para obter possível diferença significativa entre os grupos tratados com as 

diferentes drogas e associações, exceto em uma análise.  

Tendo em vista que os corpúsculos lipídicos participam da sinalização 

intracelular, que a sua expressão pode estar aumentada em células envolvidas no 

processo inflamatório, e que podem influenciar nos mecanismos de defesa de 

parasitoses, incluindo a leishmaniose (47,61), os resultados apresentados neste 

manuscrito podem direcionar futuras pesquisas envolvendo o tratamento experimental 

da LC em diferentes linhagens de camundongos. 

Os resultados expostos neste estudo indicam que pode haver a possibilidade 

das drogas e suas associações, utilizadas no tratamento experimental da LC em 

camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, influenciarem na produção de 

óxido nítrico e consequentemente na imunopatogenia da doença. 
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6. CONCLUSÃO  
 

A associação MPTFD no tratamento da LC em camundongos BALB/c 

infectados com L. (V.) braziliensis, apresentou resultados relativamente satisfatórios 

com seis dias de tratamento, parecendo ser mais eficaz que a associação MP. 

Entretanto, esta associação precisa ser melhor investigada, pois houve perdas 

significativas de animais neste grupo, o que impossibilitou a realização de testes após 

12 dias tratamento.  

A associação PTFD parece ser mais eficaz que o tratamento utilizado apenas 

com a droga pentoxifilina, e que a TFD pode influenciar nos mecanismos de ação da 

pentoxifilina impedindo que ocorra o aumento do número de parasitos. Esta 

associação também parece ser mais eficaz que o grupo tratado apenas com TFD 

durante seis e doze dias de tratamento. 

De acordo com dados da qPCR, a miltefosina ao ser utilizada isoladamente no 

tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, parece ser mais 

eficaz, inclusive quando comparada aos outros tratamentos. Entretanto, ao analisar 

os dados pelo método MTT, a associação MP parece ser mais eficaz que M 

isoladamente.  

 Ao avaliar a droga pentoxifilina isoladamente nos períodos de tratamento, o 

medicamento parece não ser eficaz, apresentando resultados semelhantes ao grupo 

controle positivo. Neste caso, o aumento exacerbado do número de parasitos durante 

a primeira etapa do tratamento, e mesmo após a redução considerável ao fim do 

tratamento, pode indicar que a pentoxifilina não tenha colaborado para a cura da 

doença.  

A terapia fotodinâmica com hidrogel carregado com C-dots parece ter maior 

eficácia do que o tratamento com pentoxifilina. 

A qPCR mostrou ser uma metodologia eficiente para quantificar o número de 

parasitos por pata de camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis neste 

estudo experimental. Este teste apresentou o mesmo resultado que o teste de 

aspirado ao não detectar parasitos após doze dias de tratamento nos grupos 

miltefosine e MP, indicando boa correlação entre eles. 

A associação da pentoxifilina com a terapia fotodinâmica, no que tange à 

produção de óxido nítrico, apresentou relevância significativa e influência 

imunomoduladora, no tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. 



 103 

braziliensis, e este resultado pode apoiar futuros estudos utilizando esta opção como 

possibilidade de tratamento de leishmaniose cutânea de maneira experimental.  

A miltefosina administrada isoladamente no tratamento de LC, parece diminuir 

a produção de óxido nítrico pelos macrófagos, em camundongos BALB/c infectados 

com L. braziliensis, mas precisa ser testada em um número maior de animais para 

avaliar se há relevância significativa, como demonstrada em outro estudo.  

Uma relevante limitação deve ser considerada neste estudo, visto que o 

número reduzido de animais por grupo em geral, pode ter influenciado 

estatisticamente nas avaliações dos grupos de tratamento. A indisponibilidade de 

alguns animais por não se classificarem em determinadas análises pode ter 

desfavorecido a comparação entre os grupos de tratamento, bem como a presença 

de outliers em grupos controles e grupos de tratamento. Ressalta-se a importância de 

um número maior de animais para que os testes de tratamentos sejam melhor 

validados estatisticamente. 

Diante do exposto, ressalta-se a importância da testagem e associação de 

medicamentos e novas metodologias, visto a possibilidade de aumentar as chances 

de cura na LTA. Para que isso ocorra, sugere-se a realização de trabalhos futuros, 

principalmente com a possibilidade de utilizar um número maior de animais para que 

as terapias aqui apresentadas possam ser analisadas mais detalhadamente. 

Ademais, é preciso comparar as técnicas de avaliação de eficácia, 

principalmente no que tange à sensibilidade do método MTT em relação à qPCR, a 

fim de reavaliar se o número reduzido de animais pode ter influenciado em diferentes 

resultados. Tal comparação é justificada com base nos resultados do tratamento com 

a associação PTFD, na qual os dados obtidos da qPCR e da avaliação pelo óxido 

nítrico apresentaram resultados semelhantes entre si, e diferentes dos observados 

pela técnica do MTT. 

Como perspectivas, objetiva-se testar a TFD utilizando a luz solar, visto que em 

determinado período do dia, apresenta comprimento de onda semelhante à da luz 

azul utilizada neste estudo. A proposta tem a premissa da possibilidade de aumentar 

a adesão ao tratamento baseado na facilidade do uso e do baixo custo, neste caso, 

uso tópico e ação do tratamento ativada pela luz solar.  

A realização de trabalhos experimentais que possam relativizar a quantidade 

de DNA de leishmânias em relação à quantidade de DNA do animal infectado ou não, 
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podem auxiliar nos estudos a respeito das opções de tratamento na leishmaniose 

cutânea.  
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ANEXO H – PEDIDO DE REGISTRO DE PATENTE 

 
 

Pedido nacional de Invenção, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adição de Invenção e entrada na fase nacional do PCT

29409161912364670

31/01/2020
870200015087
15:07

Número do Processo: BR 10 2020 002162 1

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 2

Nome ou Razão Social: FUNDAÇÃO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Tipo de Pessoa: Pessoa Jurídica

CPF/CNPJ: 00038174000143

Nacionalidade: Brasileira

Qualificação Jurídica: Instituição de Ensino e Pesquisa

Endereço: CENTRO DE APOIO AO DESENVOLVIMENTO TECNOLÓGICO -
UNIVERSIDADE DE BRASILIA, CAMPUS UNIVERSITÁRIO DARCY
RIBEIRO, EDIFÍCIO CDT, ASA NORTE

Cidade: Brasília

Estado: DF

CEP: 70904-970

País: Brasil

Telefone: (61)3107-4100/4137

Fax:

Email: nupitec@cdt.unb.br

Esta solicitação foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrônico em 31/01/2020 às
15:07, Petição 870200015087

Petição 870200015087, de 31/01/2020, pág. 1/84
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ANEXO I – REGISTRO DE PATENTE 
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