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RESUMO 

 

CARDOSO, Bárbara de Souza. O Papel de Inibidores de NADPH Oxidases sobre as 

Atividades da Ferro Redutase de Leishmania amazonensis (LFR1) e Sua Possível 

Influência na Diferenciação e Infectividade do Parasito. 2025. Dissertação (Mestrado em 

Química, Química Medicinal e Biológica). Instituto de Química, Departamento de Bioquímica, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025. 

 

A espécie Leishmania amazonensis ocorre em várias partes do Brasil e é o agente 

causador das leishmanioses cutâneas, transmitidas por insetos vetores flebotomíneos para 

hospedeiros vertebrados. Durante o ciclo de vida do parasito, há uma alternância entre as formas 

promastigotas, presentes no vetor, e as formas amastigotas infectivas intracelulares, que surgem 

da diferenciação dos promastigotas metacíclicos no hospedeiro mamífero. Recentemente, foi 

descrito que a enzima ferro redutase (LFR1) de L. amazonensis, quando ativada por heme, 

também pode atuar como uma NADPH oxidase (NOX). Esta enzima bifuncional parece estar 

envolvida no processo de diferenciação do parasito e pode constituir um novo alvo 

farmacológico. As NOXs estão envolvidas em várias patologias como câncer, doenças 

cardíacas e neurodegenerativas e, portanto, há uma busca intensa por fármacos que inibam a 

atividade dessas enzimas. Alguns desses inibidores estão disponíveis comercialmente, como o 

Setanaxib, GKT136901 e VAS2870. Nesse contexto, a fim de investigar o funcionamento da 

LFR1 como alvo para a terapia medicamentosa contra as leishmanioses, este estudo avaliou o 

efeito desses inibidores nas atividades da LFR1 de L. amazonensis e verificou seus efeitos na 

proliferação, diferenciação e infectividade dos parasitos. Além disso, o foi conduzida uma 

análise in silico, que avaliou o possível sítio de interação desses compostos na LFR1. 

Resultados preliminares usando o reagente Amplex Red® para medir a produção de H2O2 heme-

dependente mostraram o Setanaxib a 15 µM, GKT136901 a 2,5 µM e o VAS2870 em 

concentrações tão baixas quanto 1 µM foram capazes de abolir totalmente a atividade NOX da 

LFR1. O efeito citotóxico desses inibidores contra formas promastigotas também foi avaliado 

através do teste MTT, em que somente o VAS2870 exibiu efeito tóxico, mostrando perda de 

25% e 90% da viabilidade celular na presença de 10 µM do inibidor, após 24h e 72h, 

respectivamente. Na atividade ferro-redutásica da LFR1, medida através de método 

colorimétrico com o reagente K3Fe(CN)6, o promissor inibidor VAS2870 a 1 µM não mostrou 

efeito inibitório significativo, porém inibiu essa atividade em concentrações acima de 5 µM. A 

análise in silico, que visou demonstrar a possível interação entre o VAS2870 com o domínio 

desidrogenase da LFR1, cuja estrutura foi modelada ab initio, mostrou que esse inibidor 

interage covalentemente com o sítio ativo da enzima de forma estável. Em culturas axênicas 

que estimulam a diferenciação de promastigotas para amastigotas, o VAS2870 parece atuar 

inibindo esse processo em concentrações não-citotóxicas, embora não tenha exercido efeito sob 

a infecção de L. amazonensis em macrófagos murinos. Esses resultados sugerem que o 

VAS2870 pode atuar em ambas as atividades da LFR1, exercendo efeitos no ciclo de vida de 

L. amazonensis. Diante disso, não é descartada a necessidade de estudos mais profundos a 

respeito dos efeitos desses e de outros inibidores NOX na LFR1. 
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ABSTRACT 

 

 

CARDOSO, Bárbara de Souza. The Role of NADPH Oxidases Inhibitors on Leishmania 

amazonensis Ferric Iron Reductase (LFR1) Activities and Their Possible Influence on 

Parasite Differentiation and Infectivity. 2025. Dissertation (Master's Degree in Chemistry, 

Medicinal and Biological Chemistry). Institute of Chemistry, Department of Biochemistry, 

Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025. 

The species Leishmania amazonensis is found in various parts of Brazil and is the causative 

agent of cutaneous leishmaniasis, transmitted by phlebotomine insect vectors to vertebrate 

hosts. During the parasite’s life cycle, there is an alternation between the promastigote forms, 

present in the vector, and the intracellular infective amastigote forms, which arise from the 

differentiation of metacyclic promastigotes within the mammalian host. Recently, it has been 

described that the ferric reductase enzyme (LFR1) of L. amazonensis, when activated by heme, 

can also function as a NADPH oxidase (NOX). This bifunctional enzyme appears to be 

involved in the parasite’s differentiation process and may constitute a new pharmacological 

target. NOXs are involved in various pathologies such as cancer, cardiac, and 

neurodegenerative diseases; therefore, there is an intense search for drugs that inhibit the 

activity of these enzymes. Some of these inhibitors are commercially available, such as 

Setanaxib, GKT136901, and VAS2870. In this context, to investigate LFR1 as a new target for 

drug therapy against leishmaniasis, this study aims to analyze the effects of Setanaxib, 

GKT136901, and VAS2870 on LFR1 activities from L. amazonensis and to evaluate their 

effects on parasite proliferation, differentiation and infectivity. Additionally, an in silico 

analysis of the possible inhibitor-LFR1 interactions is performed. Preliminary results using the 

Amplex Red® reagent to measure heme-dependent H2O2 production showed that Setanaxib at 

15 μM, GKT136901 at 2.5 μM, and VAS2870 at concentrations as low as 1 μM completely 

abolished NOX activity. The cytotoxic effects of these inhibitors against promastigote forms 

were also assessed via the MTT assay, revealing that only VAS2870 exhibited toxicity, causing 

a 25% and 90% reduction in cell viability at 10 μM concentration after 24 and 72 hours, 

respectively. Regarding the ferric reductase activity of LFR1, measured through a colorimetric 

method with K3Fe(CN)6 reagent, the promising inhibitor VAS2870 at 1 μM showed no 

significant inhibitory effect but suppressed activity at concentrations above 5 μM. The in silico 

study, which aimed to demonstrate the potential interaction between VAS2870 and the 

dehydrogenase domain of LFR1, modeled ab initio, showed that this inhibitor may form 

covalent and stable interactions with the enzyme’s active site. In axenic cultures that stimulate 

promastigote-to-amastigote differentiation, VAS2870 appears to inhibit this process at non-

cytotoxic concentrations, although it did not influence L. amazonensis infection in murine 

macrophages. These results suggest that VAS2870 can affect both activities of LFR1, impacting 

the life cycle of L. amazonensis. Furthermore, the possibility of further studies on the effects of 

these and other NOX inhibitors on LFR1 remains open. 

 

 

 

 

 

Keywords: Leishmania amazonensis, NADPH oxidases, LFR1. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As leishmanioses são antropozoonoses causadas por protozoários do gênero 

Leishmania. São doenças tropicais infecciosas e negligenciadas que causam grandes prejuízos 

à saúde pública. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), mais de 1 bilhão de pessoas 

que vivem em áreas endêmicas encontram-se sob risco; e cerca de 1 milhão de novos casos 

surgem a cada ano, estando entre as maiores causas de mortalidade dentre as doenças 

parasitárias (OMS, 2024). A maioria dos casos de leishmaniose concentra-se em países em 

desenvolvimento do sudeste da Ásia, leste da África e América Latina. Destes, 90% são 

localizados no Afeganistão, Paquistão, Síria, Arábia Saudita, Irã, Peru e Brasil (Burza et al.,  

2018).  

Protozoários do gênero Leishmania são transmitidos pela picada do inseto vetor 

flebotomíneo dos gêneros Phlebotomus sp. (África, Ásia e Europa) ou Lutzomyia sp. (América 

Central e do Sul). As leishmanioses apresentam duas manifestações clínicas principais distintas: 

leishmaniose cutânea (LC) e leishmaniose visceral (LV). A LC é a forma mais comum da 

doença e causa no indivíduo lesões ulcerativas na pele que se desenvolvem no local da picada 

do inseto ou pode se manifestar eu outros locais; A LC também compreende outras formas 

clínicas mais graves e/ou raras (leishmaniose cutânea difusa (LCD) e leishmaniose 

mucocutânea (LMC)) que dependem da espécie de Leishmania envolvida, bem como o tipo de 

resposta imune do hospedeiro. Já a LV é a forma clínica mais grave dessa doença, que afeta 

órgãos internos do indivíduo como baço e fígado, sendo letal em cerca de 90% dos casos quando 

não tratados. Esta manifestação está associada a infecção por L. donovani e L. infantum. No 

Brasil, embora exista uma tendência de queda de número de casos para a LC ao longo dos anos, 

na última década o país registrou uma média de mais de 17000 casos. Nas Américas, países 

como Argentina, Equador e México, há registros de que a LC vem aumentando. No Paraguai, 

Bolívia e Peru, a LCD alcança proporções cada vez maiores de novos casos registrados nos 

últimos 10 anos. Esses dados são preocupantes pois essas formas clínicas exigem 

acompanhamento rigoroso devido a possibilidade de agravamento da doença o que gera 

prejuízos para toda a vida ao indivíduo infectado. 

O tratamento das leishmanioses a partir de quimioterápicos é a opção mais apropriada 

de manejo dessas doenças até o momento, embora ainda represente diversos desafios ligados à 

natureza dessas infecções.  Os medicamentos utilizados como primeira escolha na clínica são 

os antimoniais pentavalentes (antimoniato de meglumina e estibogluconato de sódio) 
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introduzidos empiricamente desde os anos de 1940. Para os casos de resistência ou refratários 

aos antimoniais, os utilizados são a pentamidina e a anfotericina B. No entanto, todas essas 

opções apresentam custo elevado, com dificuldade de administração pelos pacientes além de 

requererem doses diárias e, muitas vezes por um longo período. Devido à elevada toxicidade, 

alguns desses medicamentos apresentam efeitos adversos graves, levando muitos pacientes a 

abandonarem o tratamento, o que favorece o desenvolvimento de resistência pelos parasitos aos 

fármacos utilizados. Existem alternativas a partir do reposicionamento de fármacos, como a 

miltefosina, que foi apresentada como o primeiro fármaco oral eficaz no tratamento da LV, 

contudo, tem apresentado efeitos teratogêncios (Jain & Jain, 2018). 

Os parasitos de Leishmania possuem um complexo ciclo de vida que está atrelado à sua 

sobrevivência em seres humanos ou outros mamíferos vertebrados (mamíferos-reservatório) 

resultante da transmissão pelo inseto vetor. Nesse ciclo, os parasitos se adaptaram assumindo 

diferentes formas alternativas que dependem das condições em que se encontram. As formas 

promastigotas procíclicas estão presentes no interior do flebotomíneo e, ao tornarem-se 

infectivas (promastigotas metacíclicos), no repasto sanguíneo do inseto, são transmitidas aos 

mamíferos e diferenciam-se para as formas amastigotas infectivas, que proliferam-se no interior 

dos macrófagos do hospedeiro mamífero e estabelecem a infecção.  

Trabalhos recentes relacionam a importância da produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS, do inglês Reactive Oxygen Species) em eventos de proliferação e diferenciação 

em Leishmania spp. Nesses protozoários, a geração de ROS é frequentemente associada a 

cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria do parasito e/ou a enzimas redox presentes no 

seu metabolismo.  As enzimas NADPH oxidases (NOXs) são oxidases dependentes de NADPH 

que catalisam exclusivamente a geração de ROS, frequentemente superóxido (O₂•⁻), com 

produção secundária de peróxido de hidrogênio (H2O2), a partir do oxigênio molecular (O2). A 

primeira NOX descrita, hoje conhecida como NOX2, é uma enzima presente em algumas 

células do sistema imune (e.g., neutrófilos e macrófagos), capaz de gerar ROS como parte do 

mecanismo imune inato contra microrganismos invasores. Posteriormente, outras isoformas 

foram descritas em células não fagocíticas e das quais são relatadas sete isoformas presentes 

em mamíferos (NOX1-5, DUOX1 e 2), que são expressas em diversos de tecidos. Essas 

oxidases geram ROS de uma forma regulada em resposta a diferentes estímulos. Diante da 

ampla expressão dessas enzimas em diferentes células de organismos superiores, torna-se cada 

vez mais evidente que a geração de ROS intencional desempenha funções importantes em 

diversos processos fisiológicos. No entanto, a desregulação dessas enzimas também vêm sendo 

associadas ao progresso de diversas patologias como diabetes, doenças neurodegerativas, 
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cardiovasculares e cânceres. Por isso, as NOXs tornaram-se alvos interessantes para o 

desenvolvimento de diversos inibidores.  

Diante da relevância no estudo da família das NOXs em mamíferos, não há muitas 

informações da função dessas enzimas em microorganismos. Embora nunca tenha sido relatada 

a existência de uma enzima NOX em tripanossomatídeos, recentemente foi relatado que o 

heme, nutriente essencial que Leishmania necessita adquirir do hospedeiro, ativa uma enzima 

ferro redutase (LFR1) que passa a ter uma atividade NOX, capaz de geral altos níveis de H2O2. 

Trata-se de uma enzima bifuncional, nunca antes descrita em nenhum outro organismo, que 

constitui uma nova fonte geradora de ROS em Leishmania. Nesse caso, o heme atuaria como 

uma molécula sinalizadora ativando a produção de H2O2 através da LFR1. Observou-se também 

que a superexpressão de LFR1 estimula a diferenciação do protozoário de suas formas 

promastigotas para as formas amastigotas infectivas, constituindo assim um potencial alvo 

terapêutico para bloquear o ciclo de vida da Leishmania (Rocco-Machado et al., 2019). Nesse 

contexto, a busca por compostos que possam atuar na inibição de atividades da LFR1 fornecer 

informações valiosas a respeito do mecanismo de ação dessa enzima e de seu papel fundamental 

no estabelecimento da infecção gerada por diversas espécies de Leishmania. 

Uma estratégia que se torna interessante é a investigação dos efeitos de conhecidos 

inibidores de NOXs, como o Setanaxib, GKT136901 e VAS2870, nas atividades da LFR1 de 

Leishmania e assim verificar o possível papel desses compostos na proliferação, diferenciação 

e infecção por esses parasitos.  

O Setanaxib foi desenvolvido pela Genkyotex, patenteado em 2007, e é o primeiro 

inibidor a avançar para a fase clínica em diversos modelos de patologias, sendo descrito como 

um eficaz inibidor de NOX1/4. O GKT136901 pertence à mesma classe do Setanaxib e exibe 

capacidade inibitória similar, porém o composto possui propriedades farmacocinéticas 

diferentes. O VAS2870 é um inibidor inicialmente desenvolvido para inibição da NOX2, pela 

Vasopharm, patenteado em 2005, e é descrito como um inibidor “pan-NOX” por ser capaz de 

inibir outras isoformas.  

Esse cenário possibilita a formulação da hipótese de que a inibição da enzima LFR1 por 

compostos inibidores de NOXs pode ocorrer de forma seletiva e atenuar eventos associados à 

virulência do parasito. Considerando que ainda não existem vacinas para humanos contra as 

leishmanioses, além da toxicidade significativa dos principais tratamentos atuais e o surgimento 

de cepas resistentes a esses fármacos, é fundamental a investigação de compostos que atuem de 

forma seletiva em estruturas celulares específicas nesses protozoários. Portanto, este trabalho 

busca ampliar o conhecimento a respeito da LFR1 de Leishmania, e contribuir para o 
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entendimento de um possível alvo quimioterápico contra as leishmanioses, por meio de 

modelos experimentais que investiguem o impacto de inibidores NOX nessa enzima 

indispensável para o metabolismo de Leishmania spp. 

 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Modelo de Estudo: Leishmania amazonensis 

2.1.1. O gênero Leishmania 

O gênero Leishmania consiste em protozoários da ordem Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae, na qual estão incluídas mais de 20 espécies diferentes. Leishmania recebe 

duas classificações de subgênero, que são baseadas em diferenças anatômicas dos sítios em que 

estes microorganismos se desenvolvem no aparelho intestinal de seu vetor. São eles o subgênero 

Leishmania, encontrado nas Américas; e Viannia, presente na Europa, Ásia e África (Pace, 

2014). 

Geograficamente, as espécies e subespécies exibem diversas variações entre regiões 

endêmicas, principalmente de países tropicais e subtropicais. Este gênero possui destaque por 

seu papel como patógenos humanos. Leishmania são, portanto, parasitos heteroxênicos com 

complexo ciclo de vida zoonótico ou antroponótico, transmitidos por insetos flebotomíneos 

hematófagos (Afrin et al., 2019; Akhoundi et al., 2016). 

2.1.2. Ciclo de vida 

A sobrevivência do parasito depende da transmissão antroponótica ou zoonótica bem-

sucedida entre o inseto vetor e um mamífero reservatório (Pace, 2014).  Os vetores das espécies 

de Leishmania patogênicas a humanos são dípteros fêmeas do flebotomínio pertencente à 

família Psychodidae e à subfamília Phlebotominae e são vulgarmente conhecidos como 

“mosquito-palha” (Figura 1A). As fêmeas desses insetos se alimentam do sangue de 

mamíferos, que podem atuar como reservatórios do parasito. Cerca de 70 espécies que incluem 

roedores, cães, gatos, marsupiais e outros mamíferos estão sujeitas a esse processo infectivo 

(Kaufer et al., 2017). Dessa forma, os protozoários são capazes de assumir diferentes formas, 

com características específicas que garantam um complexo ciclo de infecção em seus 

hospedeiros vertebrados.  
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Num primeiro momento formas amastigotas são adquiridas pelo flebotomíneo através 

do repasto sanguíneo em uma picada a um mamífero já infectado (Bates, 2008). Assim, no 

lúmen do intestino médio do inseto, os parasitos e diferenciam-se para a forma promastigota 

procíclica não-infectiva a mamíferos, na qual desenvolvem um flagelo funcional. Após 

superarem a matriz peritrófica, os parasitos aderem-se ao epitélio do intestino médio do 

flebotomíneo, através de moléculas em sua superfície como o lipofosfoglicano (LPG), e 

replicam-se extracelularmente (Clos et al., 2022). Devido à diminuição da disponibilidade 

nutricional e alterações ambientais, ocorre o processo de metaciclogênese, em que os parasitos 

se diferenciam para as formas promastigotas metacíclicas, infectivas, não-replicativas e 

ativamente móveis. Esses promastigotas, então, migram para a região anterior do intestino e 

colonizam a válvula estomodeal, onde estão prontas para a transmissão pelo vetor num novo 

repasto sanguíneo (Figura 1B) (Baker et al., 2021) 

 

Figura 1. O flebotomínio mosquito-palha; A) Imagem do inseto; B) Representação esquemática 

simplificada do desenvolvimento de Leishmania nas diferentes regiões do intestino médio do flebotomínio: 1) 

Após a repasto sanguíneo, amastigotas são ingeridos pelo inseto; 2) No lúmen de seu intestino médio, os 

amastigotas se diferenciam em promastigotas procíclicos; 3) Os parasitos ultrapassam a matriz peritrófica e se 

aderem às microvilosidades do epitélio no intestino médio; 4) Promastigotas procíclicos se diferenciam em 

promastigotas metacíclicos e migram para a válvula estomodeal (Adaptado de (Cecílio et al., 2022; Tom et al., 

2024); De Pablos et al., 2016). Imagem editada com auxílio do software gratuito Biorender). 

Assim que os promastigotas metacíclicos são inoculados na pele do hospedeiro, 

leucócitos recrutados, e principalmente macrófagos, fagocitam esses protozoários. Nessas 

células, os parasitos diferenciar-se-ão para as formas amastigotas, de formato esférico, tamanho 
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reduzido, flagelo encurtado e imóveis (Costa-da-silva et al., 2022). Nesse estágio intracelular, 

amastigotas multiplicam-se em compartimentos chamados fagolisossomos, até que se atinja 

uma alta carga parasitária que cause o rompimento da célula, disseminando a infecção entre 

fagócitos locais. Diante das mudanças morfológicas e bioquímicas sofridas até esse estágio, os 

parasitos tornam-se capazes de resistir a fatores hostis nos fagolisossomos, como baixo pH e a 

ação de hidrolases lipossomais (Paul et al., 2024); além de alterarem sua expressão gênica e 

inibirem a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) nesses compartimentos (Costa-da-

Silva et al., 2022). Uma representação esquemática do ciclo de vida encontra-se abaixo (Figura 

2). 

 

 

Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania spp. 1) Através da picada do mosquito-palha a um mamífero 

infectado, fagócitos contendo formas amastigotas (sem flagelo) são ingeridos pelo inseto. 2) em seu intestino 

médio, os amastigotas são liberados e se convertem em formas promastigotas (com flagelo) procíclicas. 3) Os 

promastigotas se diferenciam em promastigotas metacíclicos, formas não-proliferativas e infectivas do parasito, e 

se deslocam para a válvula estomodeal, estando então prontos para a transmissão. 4) Durante o repasto sanguíneo, 

o mosquito-palha regurgita os promastigotas procíclicos juntamente com proteofosfoglicanos imunomodulatórios 

derivados do parasito bem como outros componentes salivares. 5) Os promastigotas metacíclicos, após aderirem-

se à superfície de células do sistema imune inato do hospedeiro vertebrado, são fagocitados e estabelecem-se 

intracelularmente nos fagolisossomos. 6) Os parasitos diferenciam-se para formas amastigotas; 7) As amastigotas 

replicam-se no interior das células hospedeiras. 8) Ocorre a lise dessas células e os parasitos reinvadem (9) e 

reinfectam fagócitos locais (10). (Adaptada de Kaye & Scott, 2011). 
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2.2. As Leishmanioses 

As leishmanioses formam um conjunto de antropozoonoses causadas por diversas 

espécies de protozoários do gênero Leishmania, e são transmitidas por insetos flebotomínios 

dos gêneros Lutzomyia e Phlebotomus (De Vries & Schallig, 2022; PAHO/OMS, 2024). Essas 

doenças são caracterizadas como graves e possuem ciclos de transmissão complexos e de difícil 

tratamento. As leishmanioses apresentam três manifestações clínicas principais: a leishmaniose 

cutânea (LC), a leishmaniose mucocutânea (LMC) e a leishmaniose visceral (LV) 

(PAHO/OMS, 2024). Existe também uma manifestação rara denominada leishmaniose cutânea 

difusa (LCD). 

 Segundo a Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS), as leishmanioses estão entre 

as dez principais doenças tropicais negligenciadas, com mais de 12 milhões de pessoas 

infectadas. Nesse sentido, essas doenças representam um grande problema de saúde pública 

mundial pois afetam majoritariamente populações socialmente mais vulneráveis, associadas à 

subnutrição e situações precárias de moradia, bem como a fatores ambientais (PAHO/OMS, 

2024). 

2.2.1. Epidemiologia 

A leishmaniose é uma doença com distribuição mundial e é endêmica em 99 países 

(Torres-guerrero et al., 2017). No Hemisfério Oriental (Velho Mundo) a doença ocorre em 

partes da Ásia e Oriente Médio, Norte da África e Sul da Europa, e não está presente na Oceania 

e na Antártida. No Hemisfério Ocidental (Novo Mundo) ocorre principalmente em regiões da 

América Central e América do Sul (CDC, 2024). 

Na América Latina, o Brasil está entre os países onde ocorrem mais de 90% dos casos 

em todo o mundo (Burza et al., 2018; Moraes et al., 2023), com 65% dos casos de LC e 89% 

das infecções por LV (OMS, 2024). Em 2023 foram notificados mais de 13000 casos de LC no 

país e, dentre as principais DTNs que mais levaram a óbito no período entre 2000 a 2019, as 

leishmanioses ocupam o 4º lugar, com mais de 6000 mortes causadas por essas doenças (na 

maior parte dos casos por LV), atingindo faixas etárias entre crianças e jovens adultos (até 19 

anos) (Rocha et al., 2023). As regiões Norte e a Nordeste são as mais afetadas do país, o que 

reflete o baixo nível socioeconômico no qual se encontra grande parte dessa população. Nesses 

locais as limitações no acesso a condições adequadas de saneamento básico e aos serviços de 

saúde contribuem para a vulnerabilidade frente a essas doenças (Martins-Melo et al., 2016; 

Rocha et al., 2023). Nos Estados Unidos, alguns casos já foram reportados no Texas e em 

Oklahoma. Considera-se que ocorram cerca do dobro de casos dos que são notificados à OMS. 
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Estima-se que cerca de 600 mil a 1 milhão de novos casos de LC (Figura 3) ocorram 

anualmente em todo o mundo, sendo esta a forma mais comum da doença, enquanto a LV seria 

a forma de maior potencial de letalidade, somam de 50 mil a 90 mil novos casos por ano no 

mundo (OPAS, 2024).  

Figura 3. Endemicidade global da Leishmaniose Cutânea em 2022. Adaptado de OMS, 2024. 

 

 

2.2.2. Manifestações clínicas das leishmanioses 

As leishmanioses são caracterizadas por um espectro de manifestações clínicas que varia 

devido à complexidade da epizoologia da doença. Isto é, espécies diferentes de Leishmania são 

encontradas também em várias espécies de mamíferos e flebotomínios, apontados como 

hospedeiros-reservatório e vetores, respectivamente (Reithinger et al., 2007). Dessa forma, as 

diferentes manifestações da doença em humanos dependem da complexa interação entre as 

espécies de parasito e vetor envolvidas, e a resposta imunológica dos hospedeiros vertebrados 

à infecção (Freitas-Mesquita et al., 2021; Conde et al., 2022). 
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Tabela 1. As principais espécies de Leishmania que afetam humanos. Adaptado de (Kaye & Scott, 2011). 

 

Nas Américas, a L. amazonensis é a principal espécie causadora da leishmaniose 

cutânea (LC) e leishmaniose cutânea difusa (LCD). Na LC (Figura 4A), as lesões cutâneas se 

iniciam como um pequeno eritema isolado onde ocorreu a picada do flebotomíneo, que então 

evolui para pápula e aumentam até formarem nódulos. Esses nódulos formam úlceras de bordas 

elevadas e crostas centrais que progridem por um período de 2 semanas a 6 meses (Assouab et 

al., 2024). Estas lesões, a princípio, são indolores, porém, quando ocorrem coinfecções por 

vírus, bactérias e/ou fungos, podem apresentar lesões simultâneas semelhantes, tornando-se 

dolorosas e purulentas e dificultando o diagnóstico preciso da doença (De Vries & Schallig, 

2022). 
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Figura 4. Principais manifestações das leishmanioses. (A) Úlcera localizada no rosto de paciente com 

leishmaniose cutânea; (B) Lesão nasal em paciente com leishmaniose mucocutânea (Burza, 2018); (C) Lesões do 

tipo placas ulcerativas nas pernas de paciente com leishmaniose cutânea difusa (Costa et al., 2009);.  

 

A LCD não causa ulceração, mas sim lesões nodulares múltiplas, eritemas e infiltrações 

difusas progressivas e de aspecto tumoral. A infiltração pode envolver áreas extensas do corpo 

e na face confere aspecto leonino à aparência do paciente (COSTA et al., 2009; PINART et al., 

2020). A LCD tem recebido cada vez mais atenção uma vez que a gravidade das lesões 

infiltradas de parasitos reflete a supressão de resposta imune celular do indivíduo, o que 

caracteriza a ineficiência dos tratamentos anti-leishmania disponíveis contra a doença (Burza, 

2018; Tegegne & Alemu, 2020). 

A LMC é causada por espécies pertencentes ao subgênero Viannia, na maior parte dos 

casos pela espécie L. braziliensis e ocasionalmente por L. panamensis e L. guyanensis. Um 

dado alarmante dessa forma da doença é que o Brasil juntamente com o Peru e Bolívia compõe 

cerca de 90% dos casos registrados no mundo (Van Assche et al., 2011). Essa forma da 

leishmaniose provoca lesões metastáticas e progressivas em mucosas do nariz, boca e garganta, 

podendo ocorrer envolvimento da laringe e orofaringe. Essas lesões podem ser originadas da 

picada direta do flebotomíneo no nariz ou boca do indivíduo ou surgirem anos após a 

recuperação de lesões cutâneas mesmo em outras áreas do corpo (Volpedo et al., 2021) 

Embora a LMC e LCD possuam aspectos clínicos semelhantes, é importante ressaltar 

que as lesões no tecido mucoso na LCD são muito menos frequentes e são secundárias. Como 

são causadas por espécies de Leishmania distintas, isso implica em diferentes mecanismos 
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fisiopatogênicos. Parasitos de L. braziliensis disseminam-se a partir das infecções cutâneas para 

tecidos da mucosa através da via linfo-hematogênica sistêmica enquanto L. amazonensis 

provavelmente dissemina-se pela pele por proximidade dos tecidos adjacentes através da via 

linfo-hematogênica periférica (Silveira, 2019; Volpedo et al., 2021).  

 

2.2.3. Prevenção e tratamento 

Até o momento não existem quimioprofilaxia ou vacinas registradas que ofereçam 

proteção contra a leishmaniose em humanos. No Brasil, duas vacinas foram desenvolvidas 

(Leishmune e CaniLeish) que atenuam a infecção por LV em cães (reservatórios de parasitos). 

Porém, ambas foram suspensas pelo Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA) por não 

apresentarem eficácia satisfatória nesses animais (Velez & Gállego, 2020). Dessa forma, a 

principal estratégia de controle da leishmaniose é a detecção e manejo precoce da doença, uma 

vez que os pacientes não curados contribuem para a permanência do ciclo infectivo do parasito 

(Burza, 2018). Outra medida preventiva é a redução do contato com o vetor flebotomínio 

através do uso de repelentes e sprays inseticidas em ambientes onde os insetos possam existir 

(Kevric et al., 2015; Van Griensven & Diro, 2012). 

Os tratamentos das leishmanioses compreendem, principalmente, a quimioterapia com 

antimoniais pentavalentes (Figura 5), anfotericina B (AmB) (Figura 6a), pentamidina (Figura 

6b), paromomicina (Figura 6c) e miltefosina (Figura 6d) (Zhang et al., 2025; Talismi et al., 

2019; Burza et al., 2018; Zhang et al., 2025). Os complexos de antimônio pentavalente 

(antimoniato de meglumina e estibogluconato de sódio) são considerados medicamentos de 

primeira escolha na terapêutica das leishmanioses, e foram introduzidos na década de 1940 

(Frézard et al., 2009).  

 

 

Figura 5. Estruturas químicas dos antimoniais pentavalentes utilizados contra as leishmanioses. 
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A AmB convencional é considerada terapia de segunda escolha para casos resistentes 

aos antimoniais, sendo utilizada há mais de 60 anos. Devido à baixa tolerância de pacientes e 

efeitos citotóxicos, foi desenvolvida a forma lipossomal do medicamento, que apresenta maior 

eficácia com efeitos adversos minimizados, porém, com custo elevado. A pentamidina é outro 

tratamento alternativo para casos resistentes ou irresponsivos aos antimoniais e possui boa 

eficácia contra a LC, no entanto, também apresenta efeitos colaterais como nefrotoxicidade, 

hepatotoxicidade e risco aumentado a pacientes gestantes. A paromomicina vem sendo descrita 

como um medicamento parenteral eficaz e de baixo custo e o desenvolvimento da miltefosina, 

primeiro fármaco oral, foi um grande avanço no tratamento das leishmanioses; contudo, sua 

principal contraindicação é o efeito teratogênico (Kevric et al., 2015; Taslimi et al., 2018; Van 

Griensven & Diro, 2012). 

  

 

Figura 6. Estruturas químicas dos principais medicamentos utilizados contra as leishmanioses.  

 

Os antimoniais atuam sobre enzimas-chave do metabolismo em formas amastigotas do 

parasito, como a tripanotiona redutase; a miltefosina leva a alterações na biossíntese de 

fosfolipídeos, resultando em alterações na membrana plasmática e indução de apoptose; a AmB 

também atua na membrana do parasito, porém ligando-se ao ergosterol, o que leva a formação 

Anfotericina B 

Pentamidina 

Paromomicina 

Miltefosina 
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de poros e resulta num desequilíbrio osmo-iônico. A paromomicina atua nos ribossomos, 

afetando a síntese de proteínas nos parasitos, além de comprometer seu metabolismo energético 

ao prejudicar o potencial de membrana mitocondrial (Taslimi et al., 2016; Chakravarty & 

Sundar, 2019). 

 Alguns medicamentos antifúngicos da classe dos azóis como o cetoconazol, itraconazol 

e fluconazol são promissores no tratamento da LC, sendo eficazes contra infecções causadas 

pelas espécies L. major e L. tropica (Mathur et al., 2021). Estas atividades anti-leishmania já 

são relatadas há quase 40 anos, exibindo casos com cura total descritos por Berman em 1988 

com administração direta de cetoconazol em um período relativamente curto de tratamento e 

sem reincidência da infecção (Balaña-Fouce et al., 1998). Essas substâncias são classificadas 

como inibidores da biossíntese de ergosteróis (IBEs) e, dessa forma, comprometem a 

integridade da membrana plasmática de fungos e tripanossomatídeos, uma vez que o ergosterol 

é um dos componentes de membrana essenciais nestes microrganismos. Os tinidazóis inibem a 

14α-demetilação do lanosterol mediada pelo citocromo P450, o que bloqueia a síntese do 

ergosterol e causa acúmulo de 14α-metilesteróis, levando à morte do parasito (De Macedo-

Silva et al., 2013, Mathur et al., 2021). 

Todos os medicamentos contra as leishmanioses apresentam algum desafio significativo 

para os pacientes: difícil administração (muitas vezes parenteral); custo elevado, requerendo 

doses diárias por um longo período e de alta toxicidade, associada a efeitos adversos; crescente 

resistência aos fármacos devido à descontinuidade do tratamento, inviabilizando sua utilização 

em muitos casos (Bezemer et al., 2021; Raimundo et al., 2022). Consequentemente, é de 

extrema importância que haja novos estudos que visem alvos seletivos e um maior 

entendimento sobre a biologia do parasito, bem como a busca de novas terapias para as 

leishmanioses. 

 

2.3. Espécies Reativas de Oxigênio 

O oxigênio molecular (O2) é essencial para a sobrevivência de todos os organismos 

aeróbios, uma vez que está diretamente envolvido em reações de oxirredução que ocorrem 

durante o metabolismo energético desses organismos (Thannickal & Fanburg, 2000; Gutteridge 

et al., 2018; Nakai & Daisuke, 2021). Nesse contexto, os processos que reduzem o O2 de forma 

incompleta para a obtenção energia, também podem formar espécies de maior reatividade, 

denominadas “Espécies Reativas de Oxigênio” (ROS, do inglês Reactive Oxygen Species). 

Nessa definição estão incluídas uma série de derivados na forma de radicais livres, como o 
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ânion radical superóxido (O2
•-) e o radical hidroxila (HO•), bem como algumas espécies não-

radicalares como o peróxido de hidrogênio (H2O2), sendo essa de maior estabilidade 

(Buonocore et al., 2010; Sies, 2020).  

Os radicais derivados do oxigênio representam a mais importante classe de radicais 

livres gerados nos organismos. Quimicamente, o O2 em seu estado fundamental (oxigênio 

triplet) possui dois elétrons desemparelhados em sua camada mais externa, sendo assim uma 

espécie birradical e de comportamento paramagnético. Isto implica que, quando excitados (em 

geral por processos de fotossensibilização) estes elétrons se emparelham e restringem suas 

combinações de spin, gerando o intermediário oxigênio singlet (1O2) (Turrens, 2003; Di Macio 

et al., 2019), estado com uma maior reatividade, capaz de ligar-se com diversas outras espécies 

químicas (Murotomi et al., 2023). 

2.3.1. Estresse Oxidativo 

Os organismos vivos possuem sistemas redox que regulam a produção e eliminação de 

ROS para que se mantenham em níveis adequados às células, atuando na manutenção e 

sinalização celular, eliminação de patógenos e diversos outros processos essenciais (Lushchak 

et al., 2014; Zandalinas & Mittler, 2017). Isso implica também que existe uma “janela” que 

permite que o balanço na produção de ROS seja levemente deslocado no sentido de criar um 

ambiente oxidante localizado para regular essas funções celulares (Halliwell, 2000; Droge, 

2002; Polisak et al., 2013; Jolic et al., 2017; Sies, 2020). Para isso, os compartimentos celulares 

possuem uma série de estruturas de defesa antioxidante endógeno que incluem as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CTT), glutationa peroxidase (GPx), coenzima Q e 

moléculas como o tripeptídeo glutationa (GSH), que controlam as concentrações dessas 

espécies na homeostase redox (Polisak et al., 2013; Harris et al., 2020). Porém, falhas na 

produção dessas estruturas ou redução de atividades enzimáticas podem levar à produção 

excessiva de ROS, tornando-as potencialmente perigosas, uma vez que podem reagir com 

diferentes biomoléculas celulares, como lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos. Esse estado, 

chamado de “estresse oxidativo” foi definido por Sies em 2007 como “um desequilíbrio entre 

oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupção da sinalização e 

controle redox e/ou dano molecular”. Este desequilíbrio pode, inclusive, gerar cascatas de 

reações radicalares resultando na formação de outras estruturas como os radicais peroxila 

(RO2
•) e alcoxila (RO•) (Turrens, 2003). Todo esse processo resulta em modificações estruturais 

que podem gerar danos celulares irreversíveis para a célula (Sies, 2017). 
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2.3.2. Espécies Reativas de Oxigênio e Sinalização Celular 

Por muito tempo assumiu-se a ideia de que as ROS eram uma consequência prejudicial 

e inevitável da vida aeróbia, principalmente ao se considerar a descoberta da ação de enzimas 

antioxidantes do organismo (Lambeth, 2004). Porém, tornou-se evidente que estas espécies 

podem atuar como moléculas de sinalização redox intracelular, capazes de modificar a atividade 

de enzimas, fatores de transcrição, assim como, regular a expressão gênica, modificações 

epigenéticas e, dessa forma, controlar a funcionamento celular (Flohé, 2016). O processo de 

sinalização celular se inicia com a ligação do primeiro mensageiro (ligante) ao seu receptor – 

uma proteína com estrutura complementar a uma proteína transmembrana ou interna à célula. 

Isso induz a mudanças conformacionais desse receptor, que por sua vez ativa conjuntos 

controlados de reações realizadas por intermediários de sinalização ou segundos mensageiros. 

Assim, no decorrer da via, o sinal recebido é transduzido através de alvos com funções efetoras 

na célula.  Por exemplo, a ativação de diversos receptores de superfície celular como 

hormônios, citocinas e fatores de crescimento (Averill-Bates, 2024) aumenta os níveis 

intracelulares de H₂O₂ que, em condições fisiológicas, medeiam efeitos subsequentes de 

maneira semelhante à de um segundo mensageiro (Lenicke et al., 2021; Nair et al., 2019). 

2.3.3. A Espécie Ânion Radical Superóxido (O2
•-)   

A redução univalente do O2 a partir de catálise enzimática ou por “vazamentos de 

elétrons” devido a sequenciais transferências de elétrons (como durante a fosforilação oxidativa 

na mitocôndria) resulta na formação do ânion radical superóxido (O2
•-). Em solução aquosa, o 

O2
•- possui uma curta meia-vida e pode sofrer uma dismutação espontânea transformando-se 

em H2O2, caso a concentração de sua forma protonada (HO2
•) esteja elevada, com uma 

constante de velocidade igual a 5×10⁵ M⁻¹·s⁻¹. Com a catálise pelas superóxido dismutases 

(SODs), esse processo se dá cerca de 104 vezes mais rápido, além de garantir que os níveis 

estacionários de superóxido se mantenham relativamente baixos e a produção de H2O2 

controlada (Thannickal & Fanburg, 2000; Buettner, 2011; Gulcin, 2020).  

2.3.4. A Espécie Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

O peróxido de hidrogênio (H2O2), assim como o ânion superóxido, é considerado um 

metabólito fisiológico intracelular, produzido em diferentes compartimentos durante o 

metabolismo aeróbico normal em vários organismos. Os elétrons que escapam da cadeia 

respiratória mitocondrial podem reagir com moléculas de O2 para gerar O2
•−, que por sua vez é 
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convertido em H2O2 através de catálises promovidas pelas superóxido dismutases (SODs) 

(Yang et al., 2019). 

O H2O2 é a espécie mais estável das ROS, com uma meia-vida cerca de 1000 vezes 

maior do que o ânion superóxido (Bienert et al., 2006). Além disso, nos sistemas biológicos 

tem uma difusibilidade nas membranas celulares semelhante à H2O, podendo ser facilitada por 

proteínas específicas como as aquaporinas. Dessa forma, devido às suas características físico-

químicas, essa molécula é capaz de atuar como mensageiro para transportar um sinal redox do 

local de sua geração para um sítio alvo (Sies, 2017). Nesse sentido, um dos mecanismos de 

maior impacto na regulação redox pelo H2O2 é a oxidação de resíduos de cisteínas em tiol 

peroxidases (Sies, 2017). 

A disponibilidade de Fe2+ livre na célula aumenta o risco de estresse oxidativo devido à 

reação de Fenton, que a partir do H2O2 gera o radical hidroxila (HO•), espécie altamente reativa 

que pode levar à danos ao DNA, membrana plasmática e estruturas celulares (Mittler, 2017).  

Porém, embora as ROS sejam frequentemente relacionadas ao estresse oxidativo, é importante 

destacar que as células possuem diversos sistemas antioxidantes capazes de manter essas 

espécies em níveis basais e não-tóxicos. Assim, parte das ROS produzidas podem ser desviadas 

para reações redox de sinalização (Di Bello et al., 2018). Dessa forma, por ser uma das espécies 

mais estáveis, o H2O2 aparece em muitos estudos que destacam sua capacidade de transmitir 

sinais através de uma distância significativamente maior do que as outras, funcionando como 

uma molécula sinalizadora (Cosentino-Gomes et al., 2012). 

Como segundo mensageiro, é aceito que o H2O2 induza a fosforilação da tirosina de 

proteínas celulares. Estudos mostram que o H2O2 extracelular às células mimetiza os efeitos de 

fatores de crescimento ou hormônios e pode levar à hiperfosforilação dos receptores tirosina 

quinases (Cosentino-Gomes & Meyer-Fernandes, 2012). Portanto, em concentrações baixas 

específicas o H2O2 pode atuar como um importante mediador de crescimento celular, 

senescência, apoptose e diferenciação celular (Di Bello et al., 2018). 

2.3.5. Principais Fontes de Espécies Reativas de Oxigênio 

Em organismos aeróbios a mitocôndria é uma das principais fontes de ROS. Isso porque 

no processo de geração de ATP, na cadeia transportadora de elétrons (CTE), uma pequena parte 

do O2 consumido é desviado para a formação de ROS, principalmente no complexo I (NADH-

ubiquinona oxidorredutase) e no complexo III (ubiquinol–citocromo c oxidorredutase) (Yang 

et al., 2019; Yang et al., 2020). No ciclo de Krebs outros complexos enzimáticos também estão 

envolvidos na geração de ROS, como a α-cetoglutarato desidrogenase (α-KGDH) e a piruvato 
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desidrogenase. Outra fonte interessante de ROS, especificamente o H2O2, são as oxidases 

peroxissomais, que em mamíferos participam de vias como a β-oxidação de ácidos graxos e o 

catabolismo de poliaminas, com potencial de produção de grandes quantidades dessa espécie 

(Ferreira et al., 2023). O envolvimento de NADPH e NADH na cadeia respiratória e em outras 

vias do metabolismo celular faz com que ROS sejam produzidas em todos os tipos de células. 

Assim, outra fonte fundamental de ROS nos organismos são as NADPH oxidases, enzimas com 

a função principal de geração dessas espécies, envolvidas em diversos processos fisiológicos 

(Konno et al., 2021). 

Os tripanossomatídeos possuem somente uma mitocôndria, que é capaz de gerar ROS, 

apesar das diferenças entre as espécies e estágios de ciclo de vida. Em comparação com os 

mamíferos, esses microorganismos compartilham sítios geradores de ROS na CTE, embora 

sejam deficientes em outros (Docampo & Vercesi, 2022). Alguns estudos destacam que essa 

produção excessiva de ROS pode ser desencadeada por fármacos utilizados clinicamente, como 

a miltefosina, bem como inibidores clássicos da CTE (Tomás & Castro, 2013). 

2.4. A Família das NADPH Oxidases  

As NADPH oxidases (NOXs) são as únicas enzimas conhecidas com a função específica 

de produção de ROS (Bedard & Crause, 2007; Reis et al., 2020). Trata-se de um grupo de 

oxidases que catalisam a formação de O2
•- até a subsequente geração de H2O2 utilizando 

NADPH como substrato. A catálise se inicia pela doação de elétrons do NADPH para reduzir 

a flavina FADH2, que então transfere elétrons gradualmente ao heme localizado na subunidade 

catalítica gp91phox. Consecutivamente, uma molécula de O2 será o aceptor final de elétrons 

provenientes do heme para gerar O2 
•- (Figura 7) (Reis et al., 2020; García et al., 2023). 

A primeira NOX foi identificada em 1986 (García et al., 2022), localizada em 

membranas de células fagocíticas que eram capazes de produzir o ânion radical superóxido em 

resposta à invasão de microorganismos nessas células, causando morte por estresse oxidativo. 

Esta enzima foi denominada NOX2 (gp91phox) e a elucidação de sua estrutura ao longo do 

tempo serviu como base para a identificação de outros sistemas enzimáticos semelhantes em 

células não fagocíticas, como fibroblastos e células do tecido muscular liso (Lambeth et al., 

2000; Berdad & Crause, 2007; Fukai & Ushio-Fukai, 2020; Zhang et al., 2019). 

As NOXs descritas em humanos compreendem sete isoformas – NOX1-5, DUOX1 e 

DUOX2 (Figura 7A-B) – que compartilham seis domínios transmembranares conservados (N-

terminal), com quatro histidinas de ligação a dois grupos heme conservados, das quais duas 

estão no terceiro domínio e duas no quinto; e um domínio citosólico (C-terminal) específico 
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para cada isoforma, com subunidades que se ligam ao NADH e ao FAD (Berdad & Crause, 

2007; García et al., 2023). 

 

  

 

 

                  Figura 7. Representação das isoformas das NADPH oxidases (NOXs) e suas atividades catalíticas. (A) 

As isoformas das NADPH oxidases e suas subunidades regulatórias (Adaptado de Reis et al., 2023). (B) 

Representação esquemática da transferência de elétrons da reação catalítica da NOX1 (tomada como exemplo 

geral). Os elétrons são doados por um NADPH no domínio de interação do NADPH da NOX. Uma molécula de 

FAD então aceita os dois elétrons liberados da molécula de NADPH e é reduzida a FADH2 (domínio citosólico; 

intracelular). Esses elétros são transferidos para os grupos heme, localizados no domínio transmembrana, por meio 

do qual chegam até a parte extracelular da NOX1. A região extracelular é o local da etapa final da geração de ROS, 

onde duas moléculas de oxigênio encontram dois elétrons liberados pelo grupo heme externo e são reduzidas à 

forma de ânion radical superóxido (O2
•-) (Adaptado de Liu et al., 2023). 

A 

B 
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A estrutura da NOX2 consiste na subunidade catalítica NOX2/gp91phox ligada à 

membrana e na pequena subunidade regulatória p22phox, e nas subunidades citosólicas 

p47phox, p67phox e uma pequena proteína G Rac, responsáveis pela ativação da atividade. As 

NOX1-3 também requerem ativação através de subunidades, porém com algumas diferenças 

em relação a NOX2. Estes complexos enzimáticos são formados pela subunidade estabilizadora 

p22phox, mas também pelo organizador da NADPH oxidase 1 (NOXO1) e o ativador da 

NADPH oxidase 1 (NOXA1), que são isoformas da p47phox e p67phox, respectivamente. 

Existem registros de que a NOX3 não necessite da ativação por essas subunidades (Thaylor & 

Tse 2021; Zhang et al., 2019). A NOX4, diferentemente das outras, requer apenas o centro 

catalítico nox4 e a subunidade p22phox para sua atividade. Esta enzima é capaz de gerar O2
•− 

que é rapidamente convertido a H2O2, como ocorre com as SODs (Nisimoto et al., 2014).  

A NOX5 tem uma grande diferença em relação às demais pois apresenta um longo 

domínio de ligação de Ca2+ N-terminal (EF-hands) (Berdad & Crause, 2007). Essa 

característica também ocorre nas DUOX1-2, que além dos seis domínios de ligação comuns às 

outras NOXs apresentam um sétimo domínio transmembrana, contendo um domínio 

extracelular de homologia da peroxidase (PRX) e fatores de maturação (DUOXA1/2) para sua 

atividade. Dessa forma, assim como ocorre com a NOX4, as DUOX1-2 geram H2O2, neste caso 

de forma dependente de cálcio (García et al., 2023).  

Como já foi abordado, as NOXs são diferentes de outras enzimas pois sua função 

exclusiva é a produção de ROS. Os baixos níveis de ROS produzidos por estas enzimas estão 

associados a processos fisiológicos, incluindo proliferação, migração e diferenciação celular. 

No entanto, a produção excessiva de ROS, ocasionada por estresse oxidativo e com potencial 

para resultar em diversos danos celulares, pode ser desencadeada por NOXs (Fukai et al., 2020).  

Numerosos estudos descrevem a participação das isoformas da NOX em modelos de patologias, 

como em complicações cardiovasculares (Cadenas, 2018; Batty et al., 2022), doenças 

inflamatórias (Taylor & Tse, 2021), metástases pulmonares em melanoma, e complicações da 

diabetes (Augsburger et al., 2019; Fukai et al., 2020). Em células de câncer, observa-se aumento 

dos níveis de ROS oriundos da desregulação ou superexpressão de enzimas NOX, o que se 

associa com o crescimento anormal dessas células (Lambeth et al., 2004). Por isso, essas 

enzimas tornam-se alvos interessantes para desenvolvimento de novos fármacos que atuem 

tanto na prevenção como no tratamento dessas doenças (Zhang et al., 2020).  
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2.4.1. Inibidores das NADPH Oxidases 

As NOXs têm sido estudadas por muitos autores como alvos importantes no 

desenvolvimento de novos agentes terapêuticos. Nesse sentido, moléculas inibidoras dessas 

enzimas são fundamentais para a compreensão dos mecanismos de ação das NOXs, bem como 

a identificação de suas isoformas. Estas substâncias podem ser moléculas pequenas como o 

difenilenoiodônio (DPI) (Figura 8A) e a apocinina (Figura 8B), que se estabeleceram como 

os principais e mais estudados inibidores de NOXs a partir do ano de 1980, além dos inibidores 

peptídicos. O DPI é descrito como um inibidor inespecífico de flavoproteínas e, supostamente, 

interfere em outras oxidases, descrito como inibidor da xantina oxidase (Reis et al., 2020) e de 

proteínas da cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria (Buck et al., 2012). A apocinina 

inibe a translocação de membrana de p47phox e p67phox em leucócitos e também é descrita 

como um inibidor de flavoproteínas. Os inibidores peptídicos replicam sequências de 

aminoácidos presentes na NOX ou suas subunidades catalíticas e assim bloqueiam a atividade 

das enzimas (Zhang et al., 2020; Cifuentes-Pagano et al., 2015). 

O inibidor Setanaxib ou GKT137831 (2-(2-clorofenil)-4-(3-(dimetilamino)fenil)-5-

metil-1H-pirazolo[4,3-c]piridina-3,6(2H,5H)-diona) (Figura 8C) é um inibidor duplo das 

isoformas NOX1 e NOX4 desenvolvidos pela Genkyotex (Suíça). A OMS introduziu o 

acrônimo “naxib” para definir a classe de inibidores NOX (do inglês NADPH oxidase 

inhibitors) (Noce et al., 2025). O Setanaxib é um composto first-in-class, isto é, pioneiro, que 

estabeleceu um modelo de pesquisa de outros inibidores competitivos e é o primeiro deles a 

progredir dos ensaios pré-clínicos até pelo menos a fase II por apresentar segurança, 

biodisponibilidade e seletividade (Gerussi et al., 2020). Nesse sentido, esse composto é descrito 

como eficaz no tratamento de nefropatia diabética (Jha et al., 2014), colangite biliar primária 

(CBP) (Jones et al., 2023; Invernizzi et al., 2023), fibrose hepática (Jiang et al., 2012; Aoyama 

et al., 2012; Thannickal et al., 2023) e doenças cardiovasculares (Oh et al., 2023; Zheng et al., 

2022).  

O composto GKT136901 (2-(2-Clorofenil)-4-metil-5-(piridin-2-ilmetil)-1H-

pirazolo[4,3-c]piridina-3,6(2H,5H)-diona) (Figura 8D) pertence à mesma classe do Setanaxib 

e também é descrito como um inibidor com certa seletividade para as isoformas NOX1/4. Essa 

classe de compostos é a mais bem caracterizada entre os inibidores NOXs, que diante de 

extensas análises de estudos in vivo para diversos efeitos fora do alvo, apresentaram um perfil 

farmacológico seguro, além de serem biodisponíveis (Laleu et al., 2010; Cifuentes-Pagano et 

al., 2015). Esses compostos parecem atuar nas cascatas de sinalização de ROS e, dessa forma, 

uma série de patologias associadas ao estresse oxidativo ou à produção de ROS NOX-
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dependente como diabetes, fibrose, hipertensão e outras doenças pulmonares e cardiovasculares 

além de doenças neurodegenerativas, podem ser prevenidas ou tratadas por esses inibidores 

(Page et al., 2008). 

O inibidor VAS2870 (3-benzil-7-(2-benzoxazolil)tio-1,2,3-triazolo[4,5-d]pirimidina) 

(Figura 8E) faz parte do primeiro grupo de compostos inicialmente identificados como 

inibidores de NOX2 por triagem de alto rendimento, e foi desenvolvido e patenteado pela 

farmacêutica Vasopharm. Este composto é classificado como um inibidor pan-NOX, uma vez 

que demonstrou ser um inibidor de diversas isoformas das NOXs expressas em diversos 

modelos celulares, dentre os principais, destacam-se os modelos de patologias 

cerebrovasculares, envolvendo inibição das NOX2/4 (Liu et al., 2017) e cardiovasculares, 

atenuando efeitos NOX-dependentes (ten Freyhaus et al., 2006; Boscaro et al., 2024). Ressalta-

se que, o VAS2870 não é um inibidor geral de flavoenzimas (Dao et al., 2019) e que também 

parece não interagir com ROS de maneira antioxidante (Wind et al., 2010).  

Estruturalmente, os compostos VAS compartilham um núcleo central de nucleotídeos 

e, portanto, é possível que esses compostos interajam em domínios de ligação de nucleotídeos, 

ou seja, NADPH ou FAD (Cifuentes-Pagano et al., 2015). Isso pode explicar a falta de 

especificidade ao inibir as isoformas das NOXs (Cifuentes- Pagano et al., 2015; Sun et al., 

2012). Diante disso, percebeu-se que o VAS2870 parece inibir a atividade da NOX2 quando o 

complexo enzimático está inativo, ou seja, quando sua estrutura não está totalmente montada 

(Altenhöfer et al., 2015; Barua et al., 2019). 

 

Figura 8. Inibidores de NADPH oxidases (NOX). 
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2.5. A Família das Ferro Redutases 

As ferro redutases (FRE) são enzimas que transferem os elétrons do NADPH citosólico 

para íons Fe3+ extracelulares para gerar as formas reduzidas Fe2+, que podem ser transportados 

através da membrana plasmática por transportadores de ferro específicos (Zhang et al., 2013). 

Estas enzimas fazem parte de uma superfamília de enzimas que estruturalmente são formadas 

por seis domínios transmembranares contendo duas histidinas ligadas a heme, um domínio de 

ligação de FAD e o domínio C-terminal que se liga ao NADH citoplasmático (Sumimoto, 

2008).  

As NOXs são homólogas às FREs (Zhang et al., 2013) e às chamadas ferro-quelato 

redutases (FROs), que são encontradas em plantas, possuem semelhanças em pelo menos quatro 

de seus domínios estruturais e, por isso, acredita-se que estas enzimas compartilham um 

ancestral comum. Porém, as NOXs possuem como aceptor final de elétrons do NADPH o O2, 

o que gera ROS; enquanto nas ferro redutases, o aceptor final de elétrons é o Fe3+ (Sumimoto, 

2008). 

2.5.1. A Ferro redutase de Leishmania (LFR1) 

O ferro funciona como um cofator essencial para muitas atividades enzimáticas em 

todos os organismos. Para isso, é necessário estar na forma iônica Fe2+, mais solúvel em pH 

fisiológico do que a forma Fe3+, e ao mesmo tempo em concentrações reguladas para que não 

seja desviado para reações de Fenton e Harber-Weiss, geradoras de ROS e potencialmente 

danosas ao organismo   

Em Leishmania pouco se sabia sobre o mecanismo de aquisição e transporte de Fe2+, 

até ser identificada uma proteína que reduz ferro de forma dependente de NADPH em L. 

chagasi (Wilson et al., 2002); e mais tarde um transportador de Fe2+ da membrana plasmática 

em L. amazonensis. Além disso, foi identificado o gene LFR1, que codifica uma proteína de 

membrana com atividade ferro-redutásica em L. amazonensis, a ferro redutase 1 (LFR1), que 

também ocorre em diversas outras espécies de Leishmania. A LFR1 atua em conjunto com o 

transportador LIT1 (do inglês Leishmania Iron Transporter 1), que internalizará o Fe2+ gerado 

pela LFR1 no parasito. Estudos in silico apontam que a LFR1 possui onze domínios 

transmembranares, incluindo um peptídeo sinal N-terminal aparente. Existem também dois 

sítios de ligação de FAD e NADPH na região C-terminal citosólica, além de quatro histidinas 

conservadas, possivelmente ligantes de heme (domínios transmembranares 9 e 11) (Figura 9) 

(Flannery et al., 2011). 
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Figura 9. Modelo da topologia de membrana prevista da LFR1. Adaptado de Flannery et al., 2011. 

A atividade ferro-redutásica elevada da LFR1 em formas promastigotas está associada 

a um ambiente com baixas concentrações de ferro, o que presumivelmente reflete num aumento 

da expressão da proteína LFR1 nos parasitos (Mittra & Andrews, 2013, Ben-Othman et al., 

2014). De forma semelhante, o LIT1 só é detectado em formas promastigotas privadas de ferro 

ou em formas amastigotas intracelulares (Flannery et al., 2013). Dessa forma, o mecanismo 

orquestrado de aquisição de ferro pela Leishmania, além de ser essencial para a sua 

sobrevivência, também está associado com a capacidade do parasito de se diferenciar e de 

estabelecer infecções (Flannery et al., 2011). 

2.5.2. A atividade NADPH oxidase da LFR1 

Em Leishmania, nunca foram detectadas sequências clássicas de NOX, porém Rocco-

Machado e colaboradores em 2019 descreveram pela primeira vez que a LFR1 de L. 

amazonensis é uma enzima bifuncional, capaz de produzir H2O2 através de uma atividade NOX 

quando ativada por heme, caracterizando assim uma nova fonte de produção de ROS em 

Leishmania. Além disso, este trabalho demonstrou que essa enzima está envolvida em 

processos da diferenciação celular do parasito, em que se observou que a superexpressão de 

LFR1 estimula a diferenciação do protozoário de suas formas promastigotas para as formas 

amastigotas infectivas, sem que houvesse alteração de temperatura e pH. Além disso, foi 

observado que o H2O2 gerado pela LFR1 ocorria de forma dependente de heme, levando à 

ativação da Na+/K+ ATPase (Rocco-Machado et al., 2015), uma enzima possivelmente 

relacionada à diferenciação celular. 

Estas informações contribuem para constituir a LFR1 como um possível alvo 

terapêutico capaz de afetar o ciclo de vida em Leishmania. Portanto, neste trabalho a busca por 
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substâncias que atuem na atividade da LFR1 pode fornecer informações cruciais a respeito do 

mecanismo de ação dessa enzima e de seu papel fundamental no estabelecimento da infecção 

gerada por diversas espécies de Leishmania, além de ser uma importante ferramenta no 

desenvolvimento de novos compostos com maior seletividade para a LFR1.  

 

 

3. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o possível efeito dos inibidores de NOXs, Setanaxib, GKT136901 e VAS2870 

nas atividades enzimáticas da LFR1, seu papel na diferenciação e proliferação do parasito. 

3.1. Objetivos específicos 

 Verificar a capacidade modulatória dos compostos Setanaxib e GKT136901 na 

atividade NADPH oxidase da LFR1 de L. amazonensis; 

 Verificar a capacidade modulatória do VAS2870 nas atividades ferro-redutase e 

NADPH oxidase da LFR1 de L. amazonensis; 

 Determinar os efeitos citotóxicos dos inibidores de NOXs em promastigotas de L. 

amazonensis; 

  Verificar interação entre o inibidor com maior potencial citotóxico e a enzima LFR1 

através de análise in silico; 

  Investigar o efeito do inibidor mais promissor na diferenciação e infecção dos parasitos 

em células fagocíticas. 

 
 
 
4. MATERIAIS E MÉTODOS 

  

4.1. Cultura de Parasitos 

Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa) foram cultivadas in 

vitro em meio 199 (Invitrogen), como descrito por Flannery e colaboradores (2011), a 26°C, 

ajustado para o pH 7,4, suplementado com 40 mM de HEPES, 20% de soro fetal bovino 

inativado (Crypion), 5% penicilina/estreptomicina, com ou sem 8 μM de heme (cloreto de 

hemina), 100 μM de adenina e 50 μM de L-glutamina. 
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Antes dos experimentos os parasitos foram separados do meio de cultura por 

centrifugação, lavados duas vezes com solução-tampão PBS (do inglês phosphate buffered 

saline) acrescido de 5 mM de glicose, e então estimou-se sua concentração através de contagem 

utilizando-se uma câmara de Neubauer. 

Para o cultivo de formas amastigotas de L. amazonensis, os parasitos foram recolhidos 

no início da fase estacionária (com cerca de 5 a 7 dias de cultivo), onde espera-se que ocorra 

uma maior concentração de formas promastigotas metacíclicas, e inoculados a 20% do volume 

total em meio de diferenciação (meio 199 suplementado com 20% de soro fetal bovino 

inativado, 50 μM de L-glutamina, 5% penicilina/estreptomicina, 10 μM de succinato, com pH 

5,5 a 34,5 oC. 

4.2. Produção de Peróxido de Hidrogênio 

A produção de H2O2 de células promastigotas intactas de Leishmania foi determinada 

fluorimetricamente por método de oxidação, utilizando a sonda Amplex Red®, na presença de 

peroxidase de rabanete (HRP). Com o reagente Amplex Red® é possível avaliar a liberação de 

H2O2 pelas células sob condições fisiológicas reais (Votyakova e Reynolds, 2004). Foi utilizado 

um meio de reação (0,2 mL volume final) contendo solução-tampão PBS, glicose 5 mM, 

Amplex Red® 10 µM e peroxidase de rabanete (HRP) 0,1 U/mL. Concentrações crescentes dos 

inibidores Setanaxib, GKT136901 e VAS2870 foram adicionadas no início da reação para 

verificação da capacidade inibitória de cada um por 40 minutos de incubação, conforme 

indicado nas figuras 10, 11 e 12, e o inibidor inespecífico de flavoproteínas difenileno-iodônio 

(DPI) foi empregado como controle positivo.  

Antes dos experimentos, os promastigotas a 3,0 x 109 parasitos/mL em fase exponencial 

de crescimento, foram pré-incubados por 20 minutos em condições basais (sem adição da 

molécula de heme), ou na presença de 2,5 µM de heme, que atua ativando a atividade NADPH 

oxidase da LFR1. Por fim, a fluorescência emitida pela reação foi monitorada em leitor de 

microplacas de 96 poços CHAMELEON V (Hidex Oy®, Finlândia) em comprimentos de onda 

de excitação e emissão de 563 ± 5 nm e 587 ± 5 nm, respectivamente. Os resultados foram 

expressos por unidades arbitrárias de fluorescência (U.A.). 

4.3. Teste de Viabilidade Celular de Formas Promastigotas por MTT 

Avaliou-se a viabilidade de L. amazonensis utilizando o ensaio colorimétrico 

quantitativo MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio)]. Para os ensaios de MTT, 

promastigotas em fase exponencial de crescimento (3 dias de cultivo, a 5 x 108 parasitos/mL) 
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foram incubados em uma placa de 96 poços com meio 199, na presença de diferentes 

concentrações de VAS2870 como descrito nas legendas das figuras (volume final 0,1 mL), e 

então o reagente MTT (Sigma, concentração final, 0,50 mg/mL) foi adicionado a cada poço. 

Após o período de incubação de 3 horas, 100 µL de DMSO foram adicionados para 

solubilização dos cristais de formazan gerados na reação e a absorbância foi medida através do 

leitor de microplacas CHAMELEON V (Hidex Oy®, Finlândia) a 415 nm. Para o controle 

positivo do experimento, os parasitos foram tratados com o fármaco de referência anfotericina 

B a 1 µM. 

 

4.4. Atividade Ferro-redutase da LFR1 de Leishmania amazonensis 

Promastigotas foram inoculados em meio 199 como descrito em 4.1, porém ausente de 

heme até fase inicial de crescimento exponencial (2 a 3 dias de crescimento) para estimular 

atividade ferro-redutásica da LFR1. Os parasitos foram submetidos a um ensaio colorimétrico, 

utilizando o composto hexacianoferrato de potássio (K3Fe(CN)6) para avaliação da capacidade 

de redução do Fe+3 para Fe+2 como descrito por Rocco-Machado e colaboradores (2019).  

O inibidor VAS2870 foi adicionado no início da reação em diferentes concentrações em 

uma faixa partindo de 1 µM até 20 µM, concomitantemente à suspensão de parasitos (3,0 x 107 

parasitos/mL) em condições basais (sem adição da molécula de heme) ou na presença de heme. 

Além disso, utilizou-se como controle positivo o inibidor cloreto de difenileno iodônio (DPI). 

Após 3h de reação, mudanças na absorbância foram monitoradas por espectrofotometria, 

utilizando comprimento de onda de 420 nm no leitor de placas de 96 poços CHAMELEON V 

(Hidex Oy®, Finlândia). 

 

4.5. Análise in silico  

Os estudos in silico foram realizados em colaboração com o mestre em Química Jorge 

Lucas F. Lacerda sob supervisão do Prof. Dr. Carlos Maurício Rabello de Sant’Anna, do 

Instituto de Química da UFRRJ. 

O composto (VAS2870) foi otimizado com o método semi-empírico e a função de base 

PM6 no programa Spartan’20 (Wavefunction Inc.) de modo a ser utilizado na docagem 

covalente a partir da metodologia definida na literatura (Cambridge Crystallographic Data 

Centre, 2025).  
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A estrutura cristalográfica do domínio desidrogenase (DH) da NOX5 da bactéria 

Cylindrospermum stagnale (PDB: 5O0X, resolução: 2,20 Å) obtida por difração de raio X 

(Magnani et al., 2017) foi obtida no banco de dados RCSB Protein Data Bank (PDB) (Flannery 

et al., 2011). 

Devido à ausência de estruturas cristalográficas da LFR1 de Leishmania amazonensis, 

foi necessário construir um modelo para a estrutura tridimensional da proteína. Apesar de haver 

moldes com nível de identidade mínima necessária com a sequência selecionada domínio da 

redutase desidrogenase férrica de L. amazonensis (código AEG66929.1 no banco de sequências 

UNIProtKB/Swiss-Prot), como as estruturas 8U85 (NADPH oxidase 5 humana), com 35,88% 

de identidade, e 7D3F (complexo de oxidase dupla 1 humana), com 30,13% de identidade, a 

cobertura (31% em ambos os casos) foi insuficiente para modelar toda a proteína, 

particularmente a região que seria o potencial sítio de ligação do VAS2870, a região C-terminal 

próxima à flavina do FAD. 

Diante disso, foi explorado o método de modelagem ab initio por inteligência artificial 

desenvolvido pelo Google DeepMind e EMBL-EBI (Instituto Europeu de Bioinformática, 

pertencente ao Laboratório Europeu de Biologia Molecular) para prever a estrutura 

tridimensional de proteínas sem o uso de moldes, somente a partir de suas sequências de 

aminoácidos, pelo programa AlphaFold. O AlphaFold utiliza aprendizado profundo para 

analisar a sequência da proteína e prever sua estrutura 3D. Ele é disponibilizado em servidor 

web alimentado pelo modelo AlphaFold mais recente, o AlphaFold 3 (Abramson, et al., 2024), 

que apresenta uma arquitetura baseada em difusão substancialmente atualizada em relação aos 

modelos anteriores, que o torna capaz de prever a estrutura conjunta de complexos, incluindo 

proteínas, ácidos nucleicos, pequenas moléculas, íons e resíduos modificados.  

Para permitir espaço adequado para inserção do inibidor na etapa de docagem 

molecular, o modelo foi preparado incluindo-se como cofator a molécula de FAD, que é um 

dos ligantes disponíveis no próprio servidor web. Como é esperado que o VAS2870 impeça a 

interação da LFR1 com o cofator, a molécula de FAD foi removida do sítio durante a docagem 

molecular. 

A preparação do receptor para a docagem covalente no programa GOLD 2023.2.623 

(CCDC Software Ltd. Cambridge, United Kingdom) foi realizada a partir adição dos 

hidrogênios de acordo com os estados tautoméricos e de ionização definidos pelo programa. 

Além disso, o hidrogênio ligado aos resíduos de cisteína alvo (Cys469) foi removido, a fim de 

possibilitar a ligação covalente com o ligante.  
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Com o receptor preparado, foi possível iniciar a docagem covalente, para isso, todos os 

resíduos de aminoácidos foram mantidos rígidos com exceção dos resíduos de fenilalanina 

(Phe494 e Phe496) próximos, que foram configurados para apresentarem flexibilidade livre, 

resultando em um melhor acesso do ligante ao alvo. O raio do sítio de ligação foi definido em 

10 Å de distância a partir do átomo de enxofre da cisteína alvo (Cys469) do sítio predefinido, 

baseado nas informações da literatura (Reis et al., 2020), utilizando todas as funções de 

pontuação disponíveis no programa GOLD para a docagem covalente.  

As poses geradas pela docagem covalente em cada função de pontuação foram analisadas 

utilizando o programa de visualização PyMOL 3.0 da Schrödinger. 

 

4.6. Teste de inibição da diferenciação axênica de formas promastigotas para 

amastigotas pelo inibidor VAS2870 

Formas promastigotas no início da fase estacionária (5 ou 6 dias de cultivo) na 

concentraçãp celular de 5,0 x 106 parasitos/mL foram inoculados em meio de diferenciação em 

uma placa de 12 poços (volume final de 1 mL/poço) com adição de VAS2870 nas concentrações 

de 1 µM, 5 µM, 7,5 µM e 10 µM. Os parasitos foram incubados à 34,5 ºC e a cada 24 h alíquotas 

de 20 µL eram coletadas e tinham densidades celulares estimadas em função do número de 

formas amastigotas e promastigotas, através de contagens em câmara de Neubauer. 

 

4.7. Infecção de macrófagos murinos com L. amazonensis 

Parasitos foram cultivados meio 199 suplementado como descrito em 4.1 por 5 ou 6 

dias, recolhidos da cultura, lavados duas vezes com PBS, ressuspensos em meio RPMI e 

contados com auxílio de câmara de Neubauer. Para tratamento com 1µM de VAS2870, os 

parasitos foram mantidos por 15 minutos em estufa à 25°C na presença da molécula 

previamente à infecção dos macrófagos. 

Os macrófagos de linhagem celular (RAW) foram plaqueados sobre lamínulas 

circulares de vidro (104 células por lamínula) e mantidos em estufa à 37 °C com atmosfera de 

5% de CO2 por 1 h. Em seguida, foram infectados com L. amazonensis por 4h (na proporção de 

1 macrófago:10 parasitas) em estufa à 35 °C com atmosfera de 5% de CO2. Após esse tempo, 

os parasitos restantes no sobrenadante foram removidos e adicionou-se novo meio de cultura 

(RPMI) contento 5% de soro fetal bovino (Cultilab) mantendo-se a infeção por mais 48 h. 
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 Para infecção em macrófagos peritoneais recolhidos de camundongos fêmeas da estirpe 

BALB/c, os animais foram previamente inoculados com 3 mL de solução de tioglicolato à 3% 

na região abdominal e após 4 dias procedeu-se o lavado peritoneal com meio RMPI gelado para 

recolhimento dos macrófagos. Em seguida, os macrófagos recrutados foram centrifugados à 

400 g por 5 minutos, ressuspensos em meio RMPI, contados com auxílio de câmara de 

Neubauer e plaqueados sobre lamínulas de vidro circulares e mantidos em estufa à 37 °C até a 

realização da infecção. A infecção com L. amazonensis foi realizada utilizando-se o mesmo 

protocolo realizado nos macrófagos de linhagem. 

Após as 48h de infecção, as lamínulas foram recolhidas e coradas com Panótico. A partir 

desta coloração, foi determinado o número de macrófagos infectados e, simultaneamente, o 

número de parasitas por macrófago, considerando-se um universo de 400 macrófagos totais. O 

índice de infecção foi determinado a partir da multiplicação da percentagem de macrófagos 

infectados pelo número de parasitas por macrófago. 

4.7.1. Considerações éticas 

Os procedimentos envolvendo animais foram conduzidos em conformidade com as 

diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais em Pesquisas da Universidade Federal 

do Rio de Janeiro (CEUA-UFRJ: 2019), sob protocolo nº 064/19. 

4.8. Análise estatística 

Os dados foram testados quanto à normalidade inicialmente e apresentados como média 

± erro padrão de pelo menos 3 experimentos diferentes e independentes, realizados em 

triplicatas. Após o teste de normalidade, quando apropriado, os grupos tratados foram 

comparados ao controle e submetidos aos testes One way ANOVA seguidos de teste Tukey. 

Foram aplicados também teste-t de Student ou teste de Mann-Whitney. Os critérios de 

significância estatística estão indicados nas figuras. Os gráficos e os testes estatísticos foram 

gerados através do software GraphPad Prism 8.0 para Windows (GraphPad Software, EUA). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Entende-se que durante o complexo ciclo de vida de Leishmania, ocorrem diversas 

mudanças no ambiente bioquímico ao qual o parasito estará exposto. Além de alterações de pH 

e temperatura e disponibilidade nutricional, o parasito deverá ser capaz de sobreviver a sistemas 

de defesa tanto do inseto vetor quanto do hospedeiro mamífero e assim desenvolver estratégias 

adaptativas para o estabelecimento da infecção. Nesse contexto, torna-se evidente a importância 

do entendimento dos processos como a proliferação e diferenciação celular de Leishmania uma 

vez que muitas vias moleculares envolvidas ainda não foram bem elucidadas (Mittra et al., 

2017).  

Um dos pontos-chave da sobrevivência de Leishmania spp. é sua necessidade de 

aquisição de ferro extracelular em seu metabolismo. Uma das principais fontes de ferro do 

parasito é a molécula de heme, cuja síntese não é finalizada em tripanossomatídeos e que poderá 

ser, então, internalizada pelo parasito através de um receptor de heme ou por um transportador 

de membrana (LIT, da família ZIP) (Flannery et al., 2013). Nesse sentido, foi identificado em 

L. amazonensis o gene LFR1 induzido por baixas concentrações de ferro, que codifica uma 

ferro-redutase transmembrana dependente de NADPH, responsável pela redução do Fe3+ a Fe2+ 

na superfície do parasito.  É notável que essa enzima possui estrutura composta por múltiplos 

domínios transmembranares, uma porção ligada a duas moléculas de heme e a porção citosólica 

com sítios de ligação FAD e NADPH, onde ocorrerá o início da transferência de elétrons na 

reação. Essas mesmas porções estão presentes na superfamília de ferro redutases (FREs) 

fúngicas e em todas as enzimas da família das NOXs nos eucariotos, o que sugere a existência 

de um ancestral comum entre essas duas classes de enzimas (Sumimoto et al., 2008; Caim & 

Smith, 2021).   

As NOXs compreendem um grupo de oxidases cuja função é exclusivamente a produção 

de ROS e, nos mamíferos, estão presentes em uma série de tecidos. A oxidase gp91phox 

(NOX2) presente em células fagocíticas foi a primeira NOX caracterizada e é a mais estudada 

por gerar uma grande quantidade de ROS em resposta a patógenos invasores ou mediadores 

inflamatórios (Lambeth, 2004). A geração de ROS em nível fisiológico é imprescindível às 

células por desempenharem uma função essencial na sinalização redox envolvida em respostas 

biológicas, como proliferação, migração e diferenciação celular, e expressão gênica. Por outro 

lado, essa família de oxidases vem ganhando atenção por estarem relacionadas a danos 

oxidativos associados a diversas patologias como doenças cardiovasculares (Fukai et al., 2020), 

diabetes, doenças neurodegenerativas e câncer (Waghela et al., 2021). Por isso, estudos a 
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respeito de uma série de inibidores NOXs vem crescendo, pois estes compostos mostram-se 

promissores ao atenuar de alguma forma a geração de ROS por essas enzimas (Augsburger et 

al., 2019). 

Embora o papel das NOXs em organismos superiores seja bem explorado, existem 

poucas informações a respeito do funcionamento dessas enzimas em microorganismos. 

Trabalhos recentes relacionam a importância da produção de ROS em eventos de proliferação 

e diferenciação em Leishmania spp. (Khan et al., 2018; Mittra et al., 2013) e em 2019, foi 

descrito pela primeira vez que a LFR1 de Leishmania exercia além da atividade ferro-

redutásica, uma atividade NOX caracterizada pela geração de H2O2 regulada por uma 

determinada concentração de heme (Rocco-Machado et al., 2019). Como uma nova fonte de 

ROS em Leishmania, a LFR1 torna-se um alvo interessante de moléculas que atuem como 

inibidores de atividade NOX pela enzima, dado o papel essencial dessa função na ativação de 

processos ligados ao desenvolvimento de formas amastigotas do parasito.  

 

5.1. Capacidade inibitória dos compostos Setanaxib, GKT136901 e VAS2870 frente à 

atividade NOX da LFR1 

Inicialmente, neste trabalho, buscou-se investigar se os inibidores de NOXs Setanaxib, 

GKT136901 e VAS2870 poderiam afetar a atividade NOX da LFR1 de Leishmania, 

representada em função da produção de H2O2, em presença de concentrações crescentes desses 

compostos. Para isso, foi utilizando o reagente Amplex Red® (10-acetil-3,7-di-

hidroxifenoxazina) que, em presença da peroxidase de rábano HRP (do inglês Horseradish 

Peroxidase), reage com o H2O2 gerado e forma a substância fluorescente resorufina, o que 

resulta numa detecção fluorimétrica indireta de H2O2, mas com alta sensibilidade (Karakuzu et 

al., 2019). Estudos anteriores mostraram que a molécula de heme, essencial para o metabolismo 

de Leishmania e cuja síntese não é possível pelo parasito, gera um aumento na produção de 

H2O2. Essa geração dependente de heme foi associada à ativação da atividade NOX da LFR1 

(Rocco-Machado et al., 2019). Assim, nesse ensaio, parasitos intactos de L. amazonensis foram 

submetidos à condição sem heme (basal) e com heme, a fim de ativar a atividade NOX da 

enzima. A Figura 10A mostra que na presença de concentrações crescentes do inibidor 

Setanaxib, de 2,5 a 25 µM, há uma inibição dose dependente da atividade NOX dependente de 

heme. Essa inibição é mais acentuada na concentração de 7,5 µM, e em concentrações maiores 

do que 15 µM, a atividade NOX foi totalmente abolida.  A Figura 10B mostra que a inibição 

causada pelo Setanaxib a 15 µM foi compatível com o efeito do clássico inibidor de 
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flavoenzimas, difenileneiodônio (DPI), que é capaz de inibir diversas isoformas da NOX, na 

concentração de 1 µM.  

 

 

 

 

 
 

Figura 10. Atividade NADPH oxidase da LFR1 na presença do inibidor Setanaxib. Promastigotas 

intactas de L. amazonensis (5 x 107 células/mL) foram incubadas com DMSO 1% (sem heme, atividade basal) ou 

com heme 2,5 μM (enzima ativada), por 20 minutos. Em seguida, (A) concentrações crescentes de Setanaxib, 

como indicado na figura, e (B) 1 μM de DPI e 15 μM de Setanaxib foram adicionadas à reação e a produção de 

H2O2 foi mensurada após 40 minutos através do reagente Amplex Red® por emissão de fluorescência. Os valores 

correspondem à média ± erro padrão de três experimentos independentes em triplicata. O símbolo “#” indica 

diferença estatística em relação ao controle com heme (enzima ativada), sem inibidor. As letras a e b representam 

diferença estatística em relação ao controle na presença de heme, sem inibidor. #P < 0,05 conforme avaliado teste 

t de Student      

B 

# 
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Um efeito inibitório semelhante foi observado frente a concentrações crescentes do 

inibidor GKT136901, que foi capaz de modular negativamente a atividade NOX por 

dependente de heme de forma dose-dependente a partir das baixas concentrações testadas de 

0,1 µM, 0,5 µM e 1 µM (Figura 11A-B), levando à menor produção de H2O2, que se manteve 

em níveis constantes a partir da concentração de 2,5 µM do inibidor. Observa-se que em baixas 

concentrações do inibidor GKT136901 já existe uma significativa inibição da LFR1 ativada por 

heme (Figura 11B), como se observa também ao comparar a concentração de 1 µM do inibidor 

ao controle positivo DPI. 
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Figura 11. Atividade NADPH oxidase da LFR1 na presença do inibidor GKT136901. Promastigotas 

intactas de L. amazonensis (5 x 107 células/mL) foram incubadas com DMSO 1% (sem heme, atividade basal) ou 

com heme 2,5 μM (enzima ativada), por 20 minutos. Em seguida (A) concentrações crescentes de GKT136901, 

como indicado na figura, e (B) 1 μM de DPI e 1 μM de GKT136901 foram adicionados à reação e a produção de 

H2O2 foi mensurada após 40 minutos através do reagente Amplex Red® por emissão de fluorescência. Os valores 

correspondem à média ± erro padrão de três experimentos independentes em triplicata. O símbolo “#” indica 

diferença estatística em relação ao controle com heme (enzima ativada), sem inibidor. As letras a e b representam 

diferença estatística em relação ao controle na presença de heme, sem inibidor. #P < 0,05 conforme avaliado teste 

t de Student  

Esses perfis de inibição dos compostos Setanaxib e GKT136901, são consistentes com 

com o que se observa para as isoformas NOX1 e NOX4, que, inclusive apresentam Ki na faixa 

de nanomolar (Laleu et al., 2010; Augsburger et al., 2019; Deliyanti et al., 2015). Porém, em 

modelos in vivo em estudos pré-clínicos desses inibidores, muitos autores discutem que o efeito 

protetor dessas substâncias pode não ser devido à inibição direta de NOXs. Existem também 

certos desafios na detecção e quantificação das ROS geradas por NOXs, pelo curto tempo de 

meia-vida dessas espécies no ambiente biológico ou até mesmo a possibilidade do inibidor de 

interferir nos ensaios (Clos et al., 2017; Reis et al., 2020). No ensaio de detecção de H2O2 por 

Amplex Red, como o realizado neste trabalho, esses compostos parecem inibir a enzima HRP, 

resultando em uma baixa detecção de H2O2, indicando uma suposta inibição da NOX (Teixeira 

et al, 2017, Augsburger et al., 2019, Dao et al., 2019, Reis et al., 2020). Efeitos substanciais de 

ambos os inibidores sobre a sonda Amplex Red® também foram relatados (Reis et al., 2020). 

Portanto, nesse contexto, os inibidores Setanaxib e GKT136901 apresentam limitações que 

podem induzir a uma interpretação equivocada dos seus resultados de inibição. 

 Ao avaliar o efeito do inibidor VAS2870, observa-se que a produção de 

H2O2 dependente de heme atingiu níveis próximos aos basais (na ausência do heme) partir da 

menor concentração testada, 0,1 µM. O inset detalha que isso ocorre em concentrações 

submicromolares, o que sugere que esse inibidor exerce um efeito inibitório capaz de abolir a 

B 
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atividade NOX da LFR1 a partir da concentração de 0,5 µM. Curiosamente, é possível observar 

uma tendência de aumento da produção de H2O2 a partir da concentração de 10 µM (Figura 

12A), além disso, essa inibição também foi comparável ao controle DPI a 1,0 µM. (Figura 

12B).  

 

 

 

 

 

   Figura 12. Atividade NADPH-oxidase de L. amazonensis em presença do inibidor VAS2870. (A) 

Promastigotas intactas de L. amazonensis (5 x 107 células/mL) foram incubadas com DMSO 1% (sem heme, 

atividade basal) ou com heme 2,5 μM (enzima ativada), por 20 minutos. Em seguida, (A) concentrações crescentes 

de VAS2870 foram adicionadas à reação, como indicado na figura e (B) 1 μM de DPI e 1 μM de VAS2870 foram 

adicionadas à reação e a produção de H2O2 foi mensurada após 40 minutos através do reagente Amplex Red® por 

emissão de fluorescência.; o inset em (A) destaca a capacidade inibitória de VAS2870 frente a atividade NOX da 

LFR1 em concentrações tão menores quanto 1,0 μM. Os valores correspondem à média ± erro padrão de ao menos 

três experimentos independentes em triplicata. O símbolo “#” indica diferença estatística em relação ao controle 

com heme (enzima ativada), sem inibidor. As letras a e b representam diferença estatística em relação ao controle 

na presença de heme, sem inibidor. #P < 0,05 conforme avaliado teste t de Student. 
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B 
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Os resultados descritos anteriormente podem ser comparados pela literatura que 

mostram o VAS2870 sendo efetivo na inibição da enzima NOX2, quando avaliada sua 

capacidade inibitória frente à NOX2 de células intactas de HL-60 (linhagem celular de leucemia 

humana) (IC50=1-2 µM), bem como em membranas isoladas de neutrófilos humanos, contendo 

NOX2 e suas subunidades necessárias (IC50 = 10 µM) (Gatto et al., 2013; Augsburger et al., 

2017; Dao et al., 2020). O VAS2870 demonstrou boa capacidade inibitória frente a NOXs de 

membranas isoladas de células HEK293 F (linhagem de células renais embrionárias humanas) 

e células PLB-985 (derivadas da linhagem HL-60), que foi medida por meio do ensaio de 

AmplexRed®, resultando nas IC50 = 73,6 ± 3,7 µM para NOX1, IC50 = 12,3 ± 2,1 µM para a 

NOX4 e IC50 = 1,8 ± 0,1 µM para a NOX5 (Noce et al., 2025). Embora não existam dados que 

relacionem a ação do inibidor VAS2870 em microorganismos, esses resultados sugerem que 

esse composto possa ser eficaz em inibir a LFR1, e de uma maneira semelhante à inibição 

observada para enzimas NOXs. 

Descreve-se que seu modo de ação inibitória se dá através da tioalquilação de resíduos 

de cisteína presentes no sítio catalítico das NOXs (Augsburger et al., 2019; Reis et al., 2025). 

Esse mecanismo já foi descrito em modelo de células do tecido muscular liso em mamíferos, 

em que o VAS2870 foi capaz de modificar tióis do receptor rianodina (RyR1) no canal de Ca+2, 

observados em vesículas do retículo sarcoplasmático dessas células, isoladas em tampão livre 

do efeito antioxidante da glutationa (GSH). Nesse modelo celular, que caracterizou a expressão 

da NOX4, o VAS2870 também apresentou inibição da geração de ROS acoplada a regulação 

do receptor RyR1, sendo um potencial efeito não direcionado desse inibidor (Sun et al., 2012). 

 

5.2. Efeito citotóxico dos inibidores Setanaxib, GKT136901 e VAS2870 frente a L. 

amazonensis 

Uma vez que o Setanaxib e GKT136901 são descritos como inibidores eficazes de 

NOX1/4 (Schildknecht et al., 2014, Teixeira et al., 2017), e o VAS2870 inibidor seletivo de 

NOXs em diversos modelos celulares (Altenhöfer et al., 2012) e diante dos efeitos observados 

na enzima LFR1 neste trabalho, tornou-se interessante investigar se existe também um efeito 

desses compostos sobre a sobrevivência de Leishmania amazonensis. Para isso, foram 

realizados ensaios de viabilidade celular por MTT em períodos de 24 h e 72 h na presença de 

concentrações crescentes dos inibidores e, como controle positivo, foi adicionado o fármaco de 
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referência anfotericina B, na concentração de 1 µM e representados em porcentagem de 

parasitos viáveis, como mostra a Figura 13.  

 O resultado mostrado na Figura 13A mostra que o Setanaxib não apresentou efeito 

citotóxico frente as formas promastigotas no período de 24h nas concentrações testadas. Já no 

período de 72h (Figura 13B), nas concentrações de 1 µM e 5 µM o inibidor reduziu a 

viabilidade celular dos parasitos de forma branda, em cerca de 28% e em 33,6%, quando 

presente na concentração de 10 µM. O inibidor GKT136901 não demonstrou efeito tóxico 

frente as promastigotas significativo em nenhuma concentração nos dois períodos testados 

(Figura 13C-D). O inibidor VAS2870 mostrou-se levemente tóxico aos parasitos no período 

de 24 h, reduzindo a viabilidade em cerca de 25% e 28% nas concentrações de 10 µM e 20 µM 

respectivamente (Figura 13-E) e, no período de 72 h, o efeito tóxico foi expressivo e reduziu 

a viabilidade em cerca de 70% e 90% nas mesmas concentrações (Figura 13-F), mostrando a 

necessidade de um maior tempo de contato do VAS2870 com os parasitos para que haja efeito 

tóxico.  
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Figura 13. Efeito citotóxico dos inibidores Setanaxib, GKT136901 e VAS2870 frente L. 

amazonensis. 5 x 106 promastigotas em fase logarítmica de crescimento foram adicionadas em placas de 96 poços 

contendo concentrações crescentes de Setanaxib (0,5 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM e 20 µM), GKT136901 (1 µM, 5 

µM, 10 µM, 20 µM e/ou 30 µM) e VAS2870 (1 µM, 5 µM, 10 µM e 20 µM). Os parasitos foram incubados a 26 

°C por 24 h (A, C e E) e 72 h (B, D e F). Após estes períodos, foi adicionada uma solução de MTT (5 mg/mL) a 

cada poço, seguindo incubação a 26 °C por 3 h. Parasitos-controle, apenas na presença do veículo (DMSO), foram 

considerados como 100% viáveis. Os valores correspondem à média ± erro padrão de três experimentos 

independentes em triplicata. ***P<0,001, *P < 0,05 e #P < 0,005 indicam diferença estatística em relação ao 

controle sem inibidor (DMSO), conforme avaliado pelo teste-T de Student em relação ao controle, seguido pelo 

pós-teste Mann-Whitney. 

*** *** 

*** 

*** *** 
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O Setanaxib é utilizando em diversos modelos de patologias associadas à ROS oriundas 

das NOX1/4. Em modelos animais, o Setanaxib é capaz de inibir a progressão tumoral mediadas 

por moléculas sinalizadoras como VEGF e MAPK, relacionada à liberação de ROS pela NOX4 

(Tang et al., 2018). Em modelo de células de leucemia mieloide aguda, um grupo descreveu 

que o Setanaxib demonstrou atividade anti-proliferativa contra essas células e atenuou o 

desenvolvimento da doença em modelo murino, além de aumentar o efeito citotóxico de 

antraciclinas, quimioterápicos utilizados o tratamento de diversos cânceres. Porém, o estudo 

mostrou que estes efeitos não dependem da inibição da NOX4 da subunidade funcional comum 

NOX1-4 p22-phox, indicando outros mecanismos não-enzimáticos (Demircan et al., 2022).  

O Setanaxib é o primeiro inibidor a evoluir dos ensaios pré-clínicos para o 

desenvolvimento das posteriores fases clínicas (Thannickal et al., 2023) e é um composto 

caracterizado por exibir propriedades adequadas para a utilização in vivo e também exibem 

perfis de ADME favoráveis, bem como o seu análogo GKT136901 (Altenhöfer et al., 2015). 

Portanto o comportamento de inibidores dessa classe pode ser esperado, pois não apresentam 

efeito citotóxico pronunciado em outros modelos experimentais. 

O VAS2870 já foi descrito como um inibidor com certa toxicidade em baixas 

concentrações devido a possíveis efeitos derivados da alquilação de tióis em outras estruturas 

celulares (Augsburger et al., 2019; Noce et al., 2025). Como foi observado no resultado 

mostrado na Figura 12A, a partir da concentração de 10 µM o VAS2870 parece aumentar a 

geração de H2O2 de uma forma independente da atividade da LFR1. Isso leva à especulação de 

que a partir dessa concentração a geração de ROS pode estar ligada aos efeitos tóxicos causados 

pelo inibidor aos parasitos de L. amazonensis mostrados na figura Figura 13E-F. 

 

5.3. Efeito do VAS2870 na atividade ferro-redutase da LFR1 

Até este ponto, o inibidor VAS2870 mostrou-se promissor diante da inibição da 

atividade NOX da LFR1 somada ao efeito na sobrevivência do parasito. Por isso, o passo 

seguinte foi avaliar a atividade ferro-redutásica da enzima em presença desse inibidor para 

demonstrar os possíveis efeitos desencadeados pela substância. Para isso, uma vez que é bem 

descrito que a atividade das redutases são induzidas pela carência de ferro (Flannery et al., 

2011; Bem-Othmann et al., 2013), promastigotas de L. amazonensis foram cultivados por cerca 

de 16 h em meio sem hemina, principal fonte de ferro em Leishmania, antes de serem 

submetidos ao ensaio. Nesta condição, concentrações crescentes do inibidor VAS2870 foram 

adicionadas, além de 1 µM do inibidor DPI como controle negativo. A atividade ferro-redutase 
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da LFR1 foi então avaliada conforme a capacidade dos parasitos de reduzir o composto 

hexacianoferrato de potássio (K3Fe(CN)6), impermeável às células, substrato da enzima. 

 O resultado mostrado na Figura 14A demonstra que o VAS2870 nas concentrações de 

5 µM e 10 µM causou diminuição significativa da atividade ferro-redutásica. Entretanto, na 

concentração de 1 µM o inibidor exibiu uma atividade ferro-redutásica comparável ao controle, 

ou seja, não apresentou inibição. Além disso, como já esperado, nota-se que o DPI, utilizado 

como controle negativo, foi capaz de inibir a atividade ferro-redutásica da LFR1 na 

concentração utilizada (Figura 14B).  

 

  

 

Figura 14. Efeito do VAS2870 na atividade ferro-redutásica da LFR1. (A) Promastigotas de L. 

amazonensis intactas (MHOM/BR/75/Josefa) (1x109 células/mL) foram incubadas com VAS2870 nas 

concentrações de 1 μM, 5 μM e 10 μM ou (B) DPI 1 μM como indicado na figura. Após 20 minutos, os parasitos 

foram centrifugados e ressuspensos em tampão HBSS contendo 1 mM de hexacianoferrato de potássio por 3 horas. 

Após isso a atividade ferro-redutásica foi monitorada espectrofotometricamente, em um comprimento de onda de 

415 nm. Os valores correspondem à média ± erro padrão de ao menos três experimentos independentes em 

triplicata. As letras “a” e “b” acima das barras indicam diferenças estatísticas (P < 0,05), conforme avaliado pela 

ANOVA, seguido pelo teste de comparação múltipla de Tukey. *P < 0,02, conforme avaliado por Test-T de 

Student. 

 

Diante dos resultados obtidos para a atividade NOX da LFR1, em que o VAS2870 foi 

capaz de inibir a enzima na concentração de 1 µM, o fato dessa mesma concentração do inibidor 

não ter exercido nenhum efeito sob a atividade ferro-redutásica pode indicar uma possível 

modulação da enzima nessas condições. Além disso, para comparar a inibição do VAS2870 a 

partir de um controle positivo, o inibidor geral de flavoenzimas DPI mostrou-se capaz de inibir 

tanto a atividade ferro-redutásica da enzima quanto a atividade NOX, como mostrado 

anteriormente (Figura 12B). Sabe-se que a LFR1 exerce sua atividade catalítica utilizando o 

NADPH citosólico como fonte de elétrons, que através do FAD e grupos heme na bicamada 
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lipídica da membrana do parasito, reduzem o Fe3+ a Fe2+ (Flannery et al., 2013).  Como já 

mencionado, a atividade NOX também realizada pela enzima ocorre pelo mesmo mecanismo 

porém reduzindo o O2 extracelular e gerando H2O2. Ainda assim, é importante ressaltar que 

ambas as atividades da LFR1 ocorrem em diferentes condições de cultivo do parasito uma vez 

que a incubação com 2,5 µM de heme é capaz de aumentar a produção de H2O2 (ativar a 

atividade NOX) e inibir a atividade ferro-redutásica. Isso indica a possibilidade de haver uma 

competição entre os aceptores finais de elétrons da enzima (Fe3+ ou O2) pelos elétrons 

provenientes do NADPH, como afirmou Rocco-Machado e colaboradores (Rocco-Machado et 

al., 2019). Por isso, é importante considerar que mesmo que o DPI seja capaz de inibir ambas 

as atividades como foi observado, é possível que fatores regulatórios possam estar envolvidos 

no funcionamento das atividades descritas para a LFR1, o que pode refletir no modo de inibição 

dessas atividades pelo VAS2870 na concentração de 1 µM.  

O DPI é um potente inibidor de NOXs e de outras flavoenzimas como a xantina oxidase, 

CYP450 redutase e NO sintase. Diante disso, esse composto é um inibidor de referência para 

diversos ensaios de inibição de NOXs in vitro. Porém, sua falta de especificidade, e elevada 

toxicidade in vivo relatadas tornam seu uso inadequado como um medicamento (Cross & Jones, 

1986; Augsburger et al., 2019; Kuai et al., 2020). Nas NOXs, o DPI se liga covalentemente ao 

cofator FAD presente no domínio citosólico da enzima, após sua redução pelo NADPH. Além 

disso, essa inibição se dá pela formação de um aduto entre o DPI e os hemes localizados no 

domínio transmembrana da NOX (Augsburger et al., 2019; Reis et al., 2020). Diante disso, os 

resultados anteriores indicam que o VAS2870 em concentrações menores que 1 µM pode 

apresentar seletividade ao inibir apenas a atividade NOX da LFR1, enquanto o inibidor DPI a 

1 µM inibe ambas as atividades dessa enzima.  

O VAS2870 é descrito como um inibidor pan-nox por inibir mais de uma isoforma da 

NOX, sendo eficaz frente às NOX1, NOX2, NOX4 e NOX5 (Wigler et al., 2017), o que sugere 

que o modo de ação desse composto se dê por fatores em comum entre as isoformas 

(Augsburger et al., 2019). No entanto, para NOX2 que gera ROS a partir da ativação de 

subunidades citosólicas, o VAS2870 é eficaz somente antes da montagem do complexo 

enzimático ativo e não após a enzima já estar ativada (Altenhöfer et al., 2012). Em modelo de 

células neuronais humanas (SH-SY5Y), o VAS2870 exibiu um efeito protetor ao inibir a 

translocação da subunidade p47phox, o que impede a exposição dos outros domínios da enzima 

e consequentemente a aproximação das outras subunidades necessárias à atividade da enzima 

(Li et al., 2017). 
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Considerando a capacidade inibitória do VAS2870 em baixas concentrações e seu efeito 

tóxico em promastigotas, esse inibidor foi o selecionado para dar continuidade aos estudos in 

silico de docagem molecular e aos estudos de infecção in vitro com macrófagos murinos. 

 

5.4. Análise in silico 

Para corroborar o efeito inibitório do VAS2870 na LFR1 de L. amazonensis, observado 

anteriormente, ensaios in silico foram conduzidos a fim de explorar o possível mecanismo de 

interação dessa molécula com a enzima.  

É importante ressaltar que a LFR1 como uma ferro redutase que também exerce 

atividade NOX levantou indícios de que essa enzima seja resultado de uma relação evolutiva 

entre a família das NOXs e a família das ferro redutases (FRE). Além disso, a presença dos 

domínios transmembranares conservados contendo heme e de domínios citosólicos C-terminais 

para o FAD e NADPH compartilhados entre as duas famílias classificam-nas como homólogas 

(Sumimoto, 2008; Zhang et al., 2013). A LFR1 pode ter feito parte de estágios iniciais da 

evolução de eucariotos, onde ocorreu a mudança de função das metaloredutases para NOX 

geradoras de ROS, inicialmente associadas também à regulação por domínios de íons Ca2+ (EF-

hand) (Zhang et al., 2013; Massary et al., 2022). A LFR1 compartilha padrões de consenso 

entre FRE de plantas e fungos e entre a NOX5 e, embora não tenham sido encontrados domínios 

EF-hand em sua estrutura, há indícios de que suas atividades podem ser reguladas por Ca2+ 

como ocorre com a NOX5 (Flannery et al., 2011; Zhang et al., 2013; Rocco-Machado et al., 

2019). Com base nessas evidências, os estudos a seguir foram conduzidos a fim de identificar 

os mecanismos envolvidos nas atividades da LFR1 a partir da interação do inibidor VAS2870 

com a enzima.  

Em 2020, Reis e colaboradores mostraram que o VAS2870 se liga covalentemente à 

enzima NOX5 através de um sítio no domínio desidrogenase (DH) da enzima. Esse domínio 

(resíduos 413 a 693) é definido como uma região C-terminal que contém o cofator FAD, e o 

sítio de ligação do NADPH e foi caracterizado a partir de modelos da NOX5 recombinante da 

cianobactéria Cylindrospermum stagnale (csNOX5). Neste estudo foi identificada um resíduo 

de cisteína (Cys668) conservado localizado no sítio ativo do domínio DH como o principal alvo 

para a interação com o VAS2870. Assim, mostrou-se que ocorre uma tioalquilação pelo grupo 

benzil-triazolopirimidina (derivado do VAS2870) na cisteína, caracterizando uma modificação 

direta no sítio ativo da enzima que impedirá a interação do NADPH, bloqueando a transferência 
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de elétrons para o FAD e consequentemente impedindo a formação de ROS (Figura 15) (Reis 

et al., 2020). 

 

 

Figura 15. Estrutura do aduto VAS2870-cisteína no domínio DH da csNOX5. A porção 

mercaptobenzoxazol está destacada em azul e a porção benzil-triazolopirimidina em rosa. Uma representação 

simplificada do domínio desidrogenase (DH) da csNOX5 está na cor violeta. Adaptado de Noce et al., 2025. 

 

Assim, a partir desse conhecimento prévio, a modelagem molecular do derivado do 

VAS2870 foi realizada, seguindo a metodologia de docagem covalente anteriormente descrita 

(Cambridge Crystallographic Data Centre, 2025), resultando na preparação do ligante 

otimizado. 

Dessa forma, o modelo torna viável a comparação tridimensional entre os resíduos de 

aminoácidos necessários para a interação do ligante (nesse caso o inibidor VAS2870) com o 

sítio de ligação do FAD. Nesse trabalho foi descrito que o resíduo Cys668 é o principal local 

de interação do inibidor com o FAD, além de uma fenilalanina (Phe693) responsável por ser 

uma chave seletora do sítio que afeta diretamente a interação com o NADPH (Magnani et al., 

2017).  

A abordagem adotada a seguir, considera a modelagem ab initio, que é realizada para a 

obtenção de um modelo computacional do DH da LFR1 de L. amazonensis, já que essa enzima 

não possui sua estrutura cristalográfica resolvida. A partir desses resultados, será possível 

observar se o VAS2870 age pelo mesmo mecanismo nesta enzima.  Utilizando o programa 

Alphafold 3, o modelo DH da LFR1 foi produzido e alinhado à estrutura cristalográfica do 

domínio DH da csNOX5 (PDB:5O0X) para que fosse possível validar o modelo homólogo e 

prosseguir com a docagem molecular. 

O alinhamento realizado no PyMOL 3.0 da Schrödinger apresentou uma resolução de 

1,051 Å de RMSD (do inglês “Root Mean Square Deviation”). O RMSD é o desvio médio 

quadrático entre os átomos equivalentes e é uma medida que leva em conta o grau de 
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similaridade entre duas estruturas de proteína sobrepostas. Nesse caso, o resultado obtido reflete 

um ótimo alinhamento e alta identidade estrutural em relação ao modelo do PDB utilizado como 

referência. Além disso, foi possível identificar os resíduos de aminoácidos Cys668, Phe693 e a 

Trp695 do domínio DH da csNOX5, e seus equivalentes da LFR1, identificados 

respectivamente, pelos resíduos de aminoácidos Cys469, Phe494 e Phe496 da região C-

terminal, responsável pela interação com o inibidor (Figura 16).  

 

 

Figura 16. Alinhamento do modelo ab initio do domínio DH da LFR1 de L. amazonensis. O 

alinhamento foi gerado por aprendizado profundo (verde) com o PDB:5O0X de Cylindrospermum stagnale 

(ciano). Nos resíduos de aminoácidos, os átomos de nitrogênio estão representados em azul, oxigênio em vermelho 

e enxofre em amarelo. 

 

As informações obtidas da literatura foram suficientes para iniciar a docagem covalente 

da VAS2870 no sítio desidrogenase da LFR1 preparada por modelagem ab initio. O resíduo de 

aminoácido selecionado (Cys469) é definido como o responsável por realizar a ligação 

covalente com o ligante e com isso se prossegue o estudo da docagem covalente. 

A função de pontuação escolhida para a realização da docagem covalente do ligante no 

receptor foi a ChemPLP, por obter uma base de cálculo mais indicada para o GOLD 2023.2.623 

(CCDC Software Ltd. Cambridge, United Kingdom). Os resultados referentes à docagem 

covalente foram expostos na Tabela 2, onde foi possível observar que os valores de pontuação 

global apresentados demonstraram resultados satisfatórios, indicando o sucesso da metodologia 

empregada para interação covalente e intermoleculares do ligante com o sítio.  
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Tabela 2. Valores de score pela função de pontuação ChemPLP para as diferentes conformações do ligante 

VAS2870 ao sítio DH.  

Conformação ChemPLP 

1 82,35 

2 82,09 

3 83,36 

 

 

Além disso, todas as poses geradas foram observadas visualmente com o software com 

o software PyMOL 3.0 da Schrödinger e a pose que mais se destacou em valor global de 

pontuação, foi tratada e pode ser observada na Figura 17. 

A docagem molecular covalente entre o ligante (inibidor VAS2870) e o receptor 

(domínio DH da LFR1) (Figura 17) mostra que o derivado do VAS2870 se liga covalentemente 

ao sítio através da Cys469 e ocupa uma posição que permite a interação do tipo empilhamento 

π-π entre o anel aromático do resíduo Phe494 e o anel pirimidínico deste composto. Além disso, 

o inibidor também interage com o resíduo Pro130, sendo mais uma interação hidrofóbica capaz 

de favorecer a estabilidade da ligação do VAS2870 no sítio. 
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Figura 17. Modo de interação entre o inibidor VAS2870 (ligante) e o domínio DH (receptor). O 

ligante derivado do VAS2870 tem seus carbonos representados pela cor verde, nitrogênios pela cor azul, e enxofre 

pela cor amarela. O receptor (domínio DH) foi colorido predominantemente em ciano, com os resíduos de 

aminoácidos com os carbonos representados pela cor ciano, nitrogênios em azul, oxigênios em vermelho e enxofre 

em amarelo. Interação observada após a docagem covalente analisado utilizando software PyMOL 3.0 da 

Schrödinger. As principais interações entre o derivado VAS2870 e os resíduos de aminoácidos Phe494, Pro130 

estão indicadas pelas setas em magenta e a ligação covalente na cisteína 469 indicada pela seta em amarelo. 

 

Como foi apontado na metodologia da análise in silico (descrita na seção 4, item 4.5), o 

cofator FAD foi removido do sítio no modelo gerado para a LFR1 na etapa de docagem com o 

VAS2870 para permitir a inserção do inibidor em espaço adequado, uma vez que é esperado 

que o VAS2870 impeça a ligação do cofator à enzima. O domínio DH da csNOX5 (csDH) 

criado por Magnani e colaboradores possui uma sequência de aminoácidos adicionados em C-

terminal após a Phe493 (sequência PWLELAAA) no qual o resíduo Trp695 está posicionado 

em frente ao anel isoaloxazina do FAD com uma interação de empilhamento π do tipo face a 

face. É demonstrado de análise in silico que embora essa interação dificulte o acesso do anel 

nicotinamida do NADPH à sua cavidade de ligação para o início da reação, uma mudança de 

conformação da sequência de resíduos adicionada, gerando um deslocamento do Trp695 

permite a interação do NADPH em seu sítio no domínio DH (Magnani et al., 2017). Reis e 

colaboradores demonstraram que a Cys668, principal alvo destacado para o VAS2870, está 

localizada próxima à região do sítio do FAD, estabilizada com a interação do Trp695 (Reis et 

al., 2020). Com isso, é possível considerar o VAS2870 ligado à cisteína esteja interagindo 
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também com o anel de isoaloxazina do FAD, devido a sua localização, além de estar localizado 

entre os resíduos Phe494 e Pro130, que tornam a ligação ainda mais estável. 

Esses resultados reforçam a hipótese de que o VAS2870 é um inibidor da LFR1 de L. 

amazonensis e de que seu mecanismo de ação se dá através da modificação direta de um resíduo 

de cisteína nessa enzima, como observado em outros modelos celulares expressando isoformas 

de NOXs ou outras enzimas (Reis et al., 2020; Sun et al., 2012). Além disso, através de 

ferramentas precisas com o auxílio de inteligência artificial, foi possível prever parte da 

estrutura da LFR1, que ainda não possui estruturas cristalográficas disponíveis, e com isso 

possibilitar futuros estudos adicionais a respeito esta enzima essencial para o metabolismo de 

Leishmania.  Diante desses resultados, neste trabalho buscou-se investigar outros efeitos 

resultantes da possível interação do VAS2870 com a LFR1 no parasito. 

 

5.5. Inibição da diferenciação axênica de promastigotas para amastigotas pelo inibidor 

VAS2870 

Como foi mostrado até então, o inibidor VAS2870 em determinadas concentrações atua 

diretamente sobre a LFR1. Dessa forma, buscou-se investigar se esses efeitos causados pelo 

inibidor à enzima poderiam afetar de alguma forma a diferenciação axência do parasito, das 

formas promastigotas metacíclicas para amastigotas, uma vez que Flannery e colaboradores 

observaram que a LFR1 foi descrita como essencial nesse processo. No estudo, demonstrou-se 

que espécies mutantes nulas em LFR1 de Leishmania apresentam graves defeitos na 

diferenciação em estágios do ciclo de vida infecciosos. Mesmo em condições que promovam a 

diferenciação e em presença de fontes abundantes de ferro, sem a LFR1 a diferenciação para 

estágios infecciosos é incompleta e o parasito possui uma viabilidade reduzida (Flannery et al., 

2011). 

 É possível obter culturas axênicas de formas amastigotas de L. amazonensis alterando 

as condições do meio de cultivo, tornando-o mais ácido (pH 4,5 - 5,5) e aumentando a 

temperatura de incubação (32 - 34 oC) (Mittra & Andrews, 2013, Clos et al., 2022) para 

mimetizar o ambiente intracelular dos vacúolos parasitóforos dos macrófagos infectados pelo 

parasito. Diante disso, a Figura 18A mostra a curva controle com o número total de formas 

promastigotas e amastigotas ao longo do período de 96h, contendo apenas o veículo DMSO 1% 

sem inibidor. 56% das formas promastigotas se diferenciou em amastigotas após 24 h do início 

da diferenciação, esse número se manteve constante até 72 h de ensaio. Após 96 h de cultivo 

em meio diferenciação, observa-se uma diminuição no número total de células, sem diferença 
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estatística perceptível entre o número de amastigotas e promastigotas (Figura 15A), indicando 

uma possível morte celular dos parasitos. Portanto, para a avaliação seguinte na presença do 

inibidor, foi considerado apenas o entre 24-72h.  

Avaliou-se então o processo da diferenciação celular em função da relação do número 

de parasitos nas formas amastigotas e promastigotas na presença de concentrações não-

citotóxicas do inibidor VAS2870 (como mostrado na Figura 13E-F). Em 24 h foi observada 

uma menor taxa de diferenciação de formas promastigotas para amastigotas na maior 

concentração testada, em relação ao controle. A porcentagem de amastigotas diferenciados caiu 

de 68% para 49,2% na presença de 7,5 µM de VAS2870, enquanto as promastigotas passaram 

de 32% (controle) para 84,3%. Além disso, observamos um aumento da proliferação dessas 

formas promastigotas em 35%. Em 48 h, nota-se que a inibição da diferenciação se acentua de 

forma dose-dependente com o aumento das concentrações de VAS2870, sendo mais 

significativa nas concentrações de 5 µM e 7,5 µM. Nesse período, houve uma diminuição da 

porcentagem de amastigotas de 62,8% para 36,4% e 33,6% na presença de 5 µM e 7,5 µM de 

VAS2870, respectivamente. Concomitantemente, a porcentagem de promastigotas aumentou 

de 37,1% para 77,3% e 111% respectivamente, acompanhada com um aumento da proliferação 

dessas formas. O mesmo foi observado em 72 h, onde a porcentagem de amastigotas reduziu 

significativamente, de 65,8% (controle) para 23,2% e 22,4% nas concentrações de 5 µM e 7,5 

µM do inibidor, respectivamente. Nas formas promastigotas houve um aumento de 34,1% para 

53,2% e 82%, respectivamente, na presença da VAS2870. Além disso, em 72h, nota-se o efeito 

tóxico do inibidor, uma vez que a proliferação das formas promastigotas fica reduzida (Figura 

18B). Os resultados de diferenciação celular na presença do inibidor VAS2870 sugerem que a 

LFR1 é importante para a diferenciação celular, corroborando com dados existentes na 

literatura. Além disso, a inibição da via de diferenciação induz a proliferação das formas 

promastigotas que não conseguiram se diferenciar. 
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Figura 18. Inibição da diferenciação axênica de promastigotas para amastigotas pelo inibidor 

VAS2870. Promastigotas metacíclicos (5 x 106 parasitos/mL; início da fase estacionária) foram inoculados em 

placa de 12 poços em meio 199 (pH 5,5) com DMSO 1% (controle) ou concentrações crescentes de VAS2870 

conforme indicado na figura. Os parasitos foram incubados a 34 OC durante 3 ou 4 dias e a cada 24 h alíquotas 

foram retiradas para contagem. (A) Curva de crescimento dos parasitos-controle (DMSO 1%; sem inibidor) das 

formas amastigotas e promastigotas ao longo de 72 h. (B) Relação entre formas amastigotas e promastigotas 

tratadas com o inibidor nos períodos de 24, 48 e 72 h. Os valores correspondem à média ± erro padrão de ao menos 

três experimentos independentes em triplicata. *P < 0,05, conforme avaliado por Test-T de Student, seguido pelo 

pós-teste Mann-Whitney. 

Leishmania spp são capazes de traduzir os fatores de estresse ambientais como redução 

do pH e aumento da temperatura em sinais que estimulam a diferenciação celular. Durante o 

desenvolvimento do parasito em seus hospedeiros, a comunicação a transmissão de sinais 

consequentes de fosforilação de proteínas e outras modificações pós-traducionais que podem 

ocorrer na comunicação entre esses organismos, geram respostas específicas desempenham um 

A 
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papel crucial nesses processos (Cosentino-Gomes & Meyer-Fernandes, 2011; Tsigankov et al. 

2013). Em Leishmania, como em todos os eucariotos, as proteínas quinases regulam funções 

essenciais na célula, incluindo a progressão do ciclo celular, diferenciação e virulência. Embora 

essas proteínas sejam estruturalmente diferentes em comparação a mesma classe em mamíferos, 

evidências mostram uma funcionalidade semelhante como é o caso das proteínas quinase C 

(PKCs) (Alvarez et al., 2002; Alvarez-Rueda et al., 2009). Embora ainda existam lacunas a 

respeito do envolvimento das PKCs em vias de sinalização em Leishmania spp, o envolvimento 

dessas enzimas nas interações celulares e transdução de sinais tornam-nas um alvo relevante na 

busca de fármacos que atuem contra o desenvolvimento desse protozoário (Alvarez et al., 2002; 

Efstathiou & Smirlis, 2021).  

 Almeida-Amaral e colaboradores sugeriram que o heme desempenha um papel 

modulador fundamental em vias de transdução de sinal de L. amazonensis.  Foi demonstrado 

que esse cofator é capaz de estimular a atividade da enzima Na+/K+ATPase, através da ativação 

da via de sinalização da fosfolipase C específica para fosfatidilinositol, com envolvimento da 

proteína quinase C (PI-PLC/PKC) dependente de um receptor de heme em promastigotas de L. 

amazonensis (Almeida-Amaral et al., 2007) Essa via atua gerando segundos mensageiros que 

aumentam a fosforilação de proteínas, o que regula uma série de processos celulares (Irvine et 

al., 2002; Lefèvre et al., 2007; Almeida-Amaral et al., 2007). Posteriormente, foi descrito que 

uma via de sinalização ativada por heme causa aumento do H2O2 intracelular, o que leva à 

ativação de uma PKC e resulta num aumento da atividade da Na+/K+ATPase em L. amazonensis 

(Rocco-Machado et al., 2015). Além disso, foi observado que a atividade da Na+/K+ ATPase é 

maior para as formas amastigotas que promastigotas. Uma vez que a fonte desse H2O2 gerado 

é a LFR1 esses dados reforçaram a evidência de que esses eventos estariam então envolvidos 

no processo diferenciação celular do parasito (Rocco-Machado et al., 2019).  

A participação da Na+/K+ ATPase no metabolismo de tripanossomatídeos ainda não foi 

totalmente descrita, no entanto essa enzima tem uma função essencial na homeostase iônica do 

parasito e além de sua atividade de bombeamento é capaz de controlar o fluxo de diversos 

outros componentes celulares (Almeida-Amaral et al., 2007). Em modelo de células epiteliais 

de mamíferos (MDCK), a modulação dessa enzima resulta em efeitos na interação célula-célula, 

tanto caracterizando o processo de adesão entre essas células quanto na comunicação direta 

entre vias de sinalização com a Na+/K+ ATPase como um receptor transdutor de sinal (Contreras 

et al., 2024). Além do efeito de bomba de íons, a Na+/K+ ATPase também é capaz de disparar 

cascatas de sinalização mediadas por ROS como segundos mensageiros (Liu et al., 2000; Pratt 

et al., 2018).  
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Lu e colaboradores em 2019 sugeriram que o VAS2870, além de ser um inibidor de 

NOX, tem uma atividade adicional independente de NOX, atuando na via das PKCs. Em 

modelo celular humano, o estudo sugere que os compostos VAS em concentrações de 5 a 10 

μM podem bloquear a formação de EROs mediadas por PKCs, ou o curso da via de sinalização, 

e com isso exercer efeitos antiplaquetários (Lu et al., 2019). Esse efeito, embora caracterizado 

como “fora do alvo” no contexto de inibição de NOXs, torna-se interessante diante do possível 

envolvimento dessas proteínas no processo de diferenciação de L. amazonensis discutido acima. 

Dessa forma, os resultados sugerem que o VAS2870 pode estar inibindo a diferenciação do 

parasito pela interação direta com a LFR1 ou através de uma via alternativa relacionada à 

atividade das PKCs em L. amazonensis.  

5.6. Infecção de macrófagos por L. amazonensis na presença do inibidor VAS2870 

Com base na hipótese da inibição da atividade NOX da LFR1 pelo VAS2870 em 

concentrações menores que 1 µM, mostrada na Figura 12A, prosseguiu-se com os ensaios de 

infecção concomitantemente aos ensaios descritos em 4.4, de modo a avaliar o impacto do 

inibidor VAS2870 na infecção de macrófagos por L. amazonensis em macrófagos peritoneais 

murinos e macrófagos de linhagem celular (RAW), após um período de 48h. 

A figura 19A mostra que o pré-tratamento dos parasitos com VAS2870 a 1 µM pelo 

período de 15 minutos não foi capaz de reduzir a porcentagem de macrófagos infectados em 

relação ao controle não tratado. Nessas mesmas condições, observa-se que a proporção de 

macrófagos infectados por L. amazonensis foi cerca de 1,5 vezes maior que o controle não-

tratado (Figura 19B). Observa-se também que, o número de amastigotas intracelulares por 

macrófago não foi alterado em relação ao controle não-tratado (Figura 19C).  

De modo semelhante, não houve diferença significativa entre a porcentagem de 

macrófagos RAW infectados por L. amazonensis pré tratados com 1 µM de VAS2870 pelo 

período de 15 minutos e o controle não tratado (Figura 20A). Além disso, o índice de infecção 

(Figura 20B) e o número de amastigotas por macrófago (Figura 20C) também não 

demonstraram diferença significativa entre esses grupos. Isso também pôde ser observado nas 

imagens em microscopia de luz desssas células infectadas. O perfil de infecção por L. 

amazonensis pré-tratados com VAS2870 não exibe diferença significativa em relação ao 

controle não-tratado, mostrando numerosas formas amastigotas intracelulares presentes em 

diversos vacúolos parasitóforos (PVs) formados (Figura 21). 
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Figura 19. Infecção de macrófagos peritoneais murinos por L. amazonensis em presença do inibidor 

VAS2870. Macrófagos peritoneais de camudongos Balb/c foram tratados com o 1 µM de VAS2870 por 15 minutos 

e posteriormente infectados com formas promastigotas de L. amazonensis na razão de 1:10 por pelo menos 48 

horas a 35 °C com atmosfera de 5% de CO2. As formas amastigotas fagocitadas foram quantificadas e o índice de 

infecção calculado. (a) Porcentagem de macrófagos (MΦ) infectados (B) Índice de Infecção; (C) Parasitos 

(amastigotas intracelulares) por macrófagos. Os valores correspondem à média ± erro padrão de ao menos três 

experimentos independentes em triplicata. *P < 0,05.  

 

 

Figura 20. Infecção de macrófagos murinos RAW por L. amazonensis em presença do inibidor 

VAS2870. Macrófagos murinos de linhagem (RAW) foram tratados com o 1 µM de VAS2870 por 15 minutos e 

posteriormente infectados com formas promastigotas de L. amazonensis na razão de 1:10 por pelo menos 48 horas 

a 35 °C com atmosfera de 5% de CO2. As formas amastigotas fagocitadas foram quantificadas e o índice de 

infecção calculado. (a) Porcentagem de macrófagos (MΦ) infectados (B) Índice de Infecção; (C) Parasitos 

(amastigotas intracelulares) por macrófago. Os valores correspondem à média ± erro padrão de ao menos três 

experimentos independentes em triplicata. 
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Figura 21. Imagens por microscopia de infecção de macrófagos murinos RAW por L. amazonensis. 
Macrófagos peritoneais de camudongos Balb/c foram incubados por 48h por parasitos não tratados previamente 

(controle) ou pré-tratados com 1μM de VAS2870 (VAS 1μM ). Os núcleos dos macrófagos estão indicados por 

setas pretas, os vacúolos parasitóforos (PVs) formados estão indicados por setas azuis e amastigotas de L. 

amazonensis envolvidas por PVs estão indicadas por setas vermelhas. 

 

Neste estudo, como foi observado anteriormente, o VAS2870 só demonstrou um efeito 

sobre a diferenciação celular do parasito a partir da concentração de 5 µM. No entanto, nas 

condições testadas nesse trabalho, o VAS2870 não apresentou efeito na infecção dos 

macrófagos por L. amazonensis. Duas hipóteses podem justificar a ausência de efeito do 

VAS2870 na infecção: 1) O período de pré-tratamento dos parasitos antes da infecção (15 

minutos) não foi suficiente para que a provável inibição da LFR1 ocorresse, afetando a 

diferenciação dos parasitos. Reis e colaboradores demonstraram que o VAS2870 inibiu as 

isoformas NOX2, NOX4 e NOX5 de forma significativa a partir de um período de incubação 

de 2 horas, mostrando que a potência da inibição desse composto aumenta com o tempo (Reis 

et al., 2020). Faz-se necessário também considerar que não há dados sobre a difusibilidade na 

membrana de compostos não tão solúveis como o VAS2870 (Hetch et al., 2017; Augsburger et 

al., 2017), o que sugere a necessidade de se avaliar se essa propriedade que o também interfere 

no tempo de exposição dos parasitos à molécula. É muito importante destacar também que a 

possível ligação covalente do VAS2870 no sítio no domínio DH (sítio de ligação do NADPH) 

da enzima da LFR1, demonstrada através dos estudos in silico neste trabalho também sugere a 

necessidade de um maior tempo de exposição dos parasitos ao composto, devido à estabilidade 

de interação neste tipo de ligação. 2) O pré-tratamento pode estar induzindo o aumento da 

proliferação das formas promastigotas, conforme visto nos resultados obtidos no processo de 
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diferenciação. Esses ensaios de infecção demonstram de maneira preliminar os efeitos do 

inibidor VAS2870 em relação à virulência de L. amazonensis, dentro das condições nas quais 

foram avaliados. Assim, novos ensaios de infecção precisam ser conduzidos considerando 

também o pós-tratamento das células infectadas com o inibidor e, além disso, por um maior 

tempo de incubação. 

 

 

6. CONCLUSÕES 

 

A partir do que foi demonstrado neste trabalho, é possível concluir que os inibidores de 

NOXs estudados apresentaram diferentes perfis de inibição da atividade NOX da LFR1 de L. 

amazonensis. O Setanaxib apresentou inibição a partir de altas concentrações; o GKT136901 e 

o VAS2870 foram capazes de inibir essa atividade a partir de baixas concentrações, porém o 

composto VAS2870 mostrou um perfil diferente para concentrações mais altas, indicando 

outros efeitos geradores de ROS em L. amazonensis. 

Os ensaios de citotoxicidade desses compostos frente a promastigotas de L. amazonensis 

apontaram que somente o inibidor VAS2870 mostrou-se tóxico ao parasito nas condições 

testadas.  

Além dos efeitos observados do inibidor VAS2870 na atividade NOX da LFR1, o 

composto também foi capaz de inibir a atividade ferro-redutásica dessa enzima de formas 

promastigotas de L. amazonensis. Diante disso, sob a hipótese da possível interação desse 

inibidor diretamente com a LFR1, os estudos in silico mostraram que o inibidor VAS2870 se 

liga de forma covalente a um sítio no domínio desidrogenase (DH) da LFR1 criado por 

modelagem ab initio. 

Os ensaios de diferenciação de formas promastigotas em culturas axênicas em presença 

do inibidor VAS2870 mostram que o inibidor reduz a porcentagem de formas amastigotas ao 

longo do período avaliado. Dessa forma, os resultados sugerem que o VAS2870 pode estar 

inibindo a diferenciação do parasito pela interação direta com a LFR1. Curiosamente, os ensaios 

de inibição de infectividade de parasitos pré-tratados com o VAS2870 frente a macrófagos 

murinos mostrou que o pré-tratamento não foi eficaz nos períodos testados, não apresentando 

efeito esperado. Porém não se deve descartar que novos ensaios de infecção possam ser 

conduzidos, considerando outras condições de tratamento. Além disso, não é descartada a 



 

66 

 

necessidade de estudos mais aprofundados a respeito do VAS2870 e dos demais inibidores de 

NOXs, diante do que foi observado anteriormente. 

Em conjunto, esses resultados fortalecem as evidências de que a LFR1 constitui um alvo 

promissor a ser explorado na quimioterapia contra as doenças causadas por Leishmania spp. 

Esse trabalho fornece também uma nova abordagem a respeito do funcionamento da LFR1 e de 

seu mecanismo catalítico através da interação dessa enzima com conhecidos inibidores de 

NOXs.  
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