Universidade de Brasilia

Departamento de Biologia Celular
Programa de Pds-Graduacgdo em Patologia Molecular

NUBIA MARIA PEREIRA DE SOUSA

Avaliacao in vitro da atividade leishmanicida da
5-Etoxicarbonil-4-(2-hidroxifenil)-6-metil-3,4-diidropirimidin-2(1H)-tiona
sobre formas adaptativas livres de Leishmania (L.) amazonensis

e na infecgdo experimental

Brasilia — DF
2014



NUBIA MARIA PEREIRA DE SOUSA

Avaliacao in vitro da atividade leishmanicida da
5-Etoxicarbonil-4-(2-hidroxifenil)-6-metil-3,4-diidropirimidin-2(1H)-tiona
sobre formas adaptativas livres de Leishmania (L.) amazonensis

e na infecgdo experimental

Orientador: Prof. Dr. José Raimundo Corréa

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pos-graduacdo em Patologia Molecular da
Universidade de Brasilia para a obtencéo do titulo de

Mestre em Patologia Molecular.

Brasilia— DF
2014



NUBIA MARIA PEREIRA DE SOUSA

AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DA 5-ETOXICARBONIL-
4-(2-HIDROXIFENIL)-6-METIL-3,4-DIIDROPIRIMIDIN-2(1H)TIONA SOBRE FORMAS
ADAPTATIVAS LIVRES DE LEISHMANIA (L) AMAZONENSIS E NA INFECCAO
EXPERIMENTAL

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa
de Pds-graduacdo em Patologia Molecular da
Universidade de Brasilia para a obtencéo do titulo de
Mestre em Patologia Molecular.

Aprovadoem __ /__ /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. José Raimundo Corréa (Presidente)

Prof. Dra. Marcela Lemos Brettas Carneiro (Membro Titular)

Prof. Dra. Tatiana Amabile de Campos (Membro Titular)

Prof. Dr. Brenno Amaro da Silveira Neto (Membro Suplente)



Dedico este trabalho a minha familia e amigos
que sempre estiveram comigo durante momentos

bons e dificeis de minha vida.



Agradecimentos

Gostaria de agradecer inicialmente a Deus por ter iluminado e guiado meu caminho.

E muito bom agradecer vérias pessoas que ao longo de dois anos compartilharam
comigo momentos de tristeza, angustia, incerteza, cansago, esperanca e alegria.

Ao orientador Prof. Dr. José Raimundo Corréa, por me aceitar como sua aluna e pela
oportunidade, confianca, paciéncia, compreensao, tempo disposto e orientagéo.

Ao Prof. Dr. Brenno Amaro da Silveira Neto, Coordenador do Laboratério de Quimica
Medicinal e Tecnoldgica da Universidade de Brasilia, local onde se realizou a sintese do
composto que viabilizou a realizacdo deste trabalho.

A minha querida familia, minha méae Eleusa, meu pai Tomaz, minha irma Naiara e ao
meu marido Renato, por terem me apoiado e entendido meus momentos de auséncia. Amo
demais vocés!

A minha v6 Maria com quem passei a maior parte de minha vida, obrigada por ter me
criado, e definido o que sou hoje.

A v6 Cleméncia e Maria Auxilhadora pelas oracdes e rezas.

A minha amada tia Carla, pelo seu exemplo profissional, que sempre me apoiou nos
momentos que mais precisei e por sempre me estimular a estudar.

Ao tio Carlinhos por terem tantas vezes me incentivado a nunca parar de estudar.
Muito obrigada pelas conversas e conselhos.

As minhas amigas e companheiras de bancada Bruna, Natéalia Vasconcelos e Rafaela
por terem me recebido tdo bem quando eu cheguei no Laboratério de Microscépia Eletrénica.
Aprendi demais com vocés ndo so cientificamente, mas me tornei uma pessoa melhor depois
que voceés fizeram parte da minha vida. Em especial a Bruninha que com seu jeito meigo me
ajudou tanto, ndo s6 me auxiliando nos experimentos, mas me deixando sempre motivada a
continuar no Mestrado. Aprendi muito com vocé!

Aos meus amigos Jodo, José Antonio, Daniela e Ingrid por terem dedicado seu tempo
para me ajudar. Muito obrigada!

A minha parceira Misléia pelas varias trocas de informagcdes e ideias em relacio as

leismanhias, que apesar das diferencas, no final a gente se entendia.



Aos amigos do Laboratério de Microscdpia Eletronica Barbara Yasmim, Claddio,
Edna, Elias, Joseilma, Karine, Lorena, Ludi, Méarcia, Mari, Mayara, Natélia Lemos, Rachel,
Shaiane, Thatiane.

A profa. Dra. Selma Aparecida Souza Kiickelhaus por permitir meu acesso ao
Laboratdrio de Imunologia (UnB). Ao pessoal tdo receptivo do Laboratério de Imunologia
Elisabete, Danilo, Luciana, Shirley, Débora e, em especial, a Daniela e Mayara por tanta
disposicao e alegria em me ajudar; alem da paciéncia em me ensinar.

Ao Tércio, Claudinei e Andrea pela troca de informacGes.

Ao Prof. Dr. Gustavo Adolfo Sierra Romero por permitir o acesso ao Laboratorio do
Nucleo de Medicina tropical e a técnica Renata pela atencdo, simpatia e prontiddo em sempre
ajudar.

Ao Programa de Pds-Graduacao em Patologia Molecular.

A Universidade de Brasilia pelo suporte e a estrutura fisica necessaria para a
realizacdo do trabalho.

A CAPES, CNPq, FAPDF, DPP-UnB e Finatec pelo apoio financeiro.



N&o importa onde vocé parou...

em que momento da vida vocé cansou...

0 que importa é que sempre é possivel

e necessario "RECOMECAR".

Recomecar é dar uma nova chance a si mesmo...
€ renovar as esperancas na vida

e 0 mais importante...

acreditar em vocé de novo.

Carlos Drummond Andrade

Vi



RESUMO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que acometem o ser humano e sao causadas
por varias espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania. A quimioterapia € o
Unico tratamento efetivo para a doenca. No entanto, efeitos adversos, administracdo
parenteral, tratamentos ndo responsivos, regimes de tratamento com altas doses por longos
periodos e custos elevados dos esquemas de tratamento sdo fatores limitantes do uso destas
drogas. Neste contexto, a prospec¢do de novos farmacos contra as leishmanioses possui uma
grande importancia para a saude publica em muitos paises em desenvolvimento, incluindo o
Brasil. No presente estudo foi avaliado a atividade leishmanicida da 5-Etoxicarbonil-4-(2-
hidroxifenil)-6-metil-3,4-diidropirimidin-2(1H)-tiona (codificado como 4p) sobre formas
promastigotas e amastigotas de L.(L.) amazonensis. Este composto pertence a classe de
heterociclicos conhecidos como DHPMs (3,4dihidropirimidin-2(1H)-ona ou -tiona). O
composto 4p apresentou efeito citotdxico contra as formas promastigotas, sendo a
concentragédo inibitoria (50%) dos parasitos é de 50 uM. O efeito antiproliferativo de 4p foi
observado pela modificacdo dos indices celulares presentes nas diferentes fases da curva de
crescimento das formas promastigotas tratadas. O tratamento com 4p induziu alteracdes
morfolégicas importantes em formas promastigotas e amastigotas avaliadas por microscopia
eletrbnica de varredura e microscopia eletronica de transmissdo. Os resultados sugerem que o
composto 4p na concentracdo de 50 uM interfere com os microtibulos destes protozoarios,
produzindo varias alteracbes na membrana celular. E ainda promoveu alteracBes estruturais
nas mitocondrias. Ensaios de infec¢do experimental in vitro demonstraram que este composto
é eficiente na eliminacdo dos parasitos intracelulares quando aplicados em regime de pré-
tratamento, sendo também eficiente quando aplicados com a infeccdo ja em curso. Assim, a
classe das DHPMs pode representar uma arquitetura molecular promissora para 0

desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas alvo dirigido.

Palavras-chave: Atividade leishmanicida, Dihidropirimidinonas, Leishmanioses, Alteracdes

ultraestruturais, L. (L.) amazonensis.
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ABSTRACT

The leishmaniasis is an infectious and parasitic diseases that affects humans and is caused by
several species of protozoa belonging to the Leishmania genus. Chemotherapy is the only
effective treatment for this disease. Adverse effects, parenteral administration route,
unresponsive treatments, treatment regimens with high doses for long periods and high costs
of treatment are however limiting factors for a wide use of these drugs. In this context, the
search for new drugs against leishmaniasis has a huge importance for the public health policy
on many developing countries, including Brazil. In this present study it was evaluated the
antileishmanial activity of 5-ethoxycarbonyl-4-(2-hydroxyphenyl)-6-methyl-3,4-
diidropirimidin-2(1H)-thione (codified as 4p) against promastigotes and amastigotes forms of
L. (L.) amazonensis. This compound belongs to a class of heterocyclic known as DHPMs
(3,4dihidropirimidin-2 (1H)-one and thione). Compound 4p showed cytotoxic effects against
the promastigote forms of L. (L.) amazonensis, with a half minimal (50%) inhibitory
concentration (ICs) of 50 uM. Compound 4p caused an antiproliferative effect against this
parasite significantly reducing the parasite cells number throughout all stages of the growth
curve. Treatment with 4p also produced several ultrastructural changes on the promastigotes
and amastigotes forms as depicted from scanning electron microscopy and transmission
electron microscopy analyses. Our results suggest that compound 4p concentration of 50 uM
appears to interfere with the protozoan microtubules affording several cellular membrane
alterations. It was also showed ultrastructural disruption of the mitochondria. Experimental in
vitro infection showed that this compound is effective to eliminate intracellular parasites
when applied under pre-treatment schedule, as well, when applied during the ongoing
infection. In this context, the class of DHPMs may represent a promising molecular

architecture for the development of new antileishmanial target-directed agents.

Keywords: Antileishmanial activity, Dihydropryrimidinone, Leishmaniasis, Ultrastructural

alterations, L. (L.) amazonensis.
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1. INTRODUCAO
1.1. O género Leishmania
1.1.1. Classificacéo
As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que acometem o homem causadas por
varias espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania. Taxonomicamente o
género Leishmania pertence ao Reino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo
Mastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida, Subordem Trypanosomatina,
Familia Trypanosomatidae. As espécies desse género podem ser subdivididas em dois
subgéneros: L.(Viannia) e L.(Leishmania), as quais diferem principalmente no sitio de
desenvolvimento do parasito dentro dos insetos vetores (MISHRA et al., 2009; SIQUEIRA,
2011). As espécies do subgénero Viannia desenvolvem-se primeiramente no intestino
posterior dos vetores e depois migram para o intestino médio e anterior, denominado sec¢éo
peripilaria. J& as do subgénero Leishmania desenvolvem-se apenas no intestino anterior e
médio, denominado seccao suprapilaria (LAINSON e SHAW, 1998).

O género Leishmania é formado por mais de 30 espécies, das quais 20 sdo patogénicas
para 0os humanos (BANULS et al., 2007; CUPOLILLO et al., 2000; NEUBER, 2008).
Atualmente, no Brasil sdo reconhecidas sete espécies dermotrdpicas de leishmanias (Figura 1)
causadoras de doenca humana, sendo as principais espécies: L.(L.) amazonensis, L.(V.)
guyanensis e L. (V.) braziliensis e, mais recentemente, as especies L.(V.) lainsoni, L.(V.)
naiffi, L.(V.) lindenberg e L.(V.) shawi (LAINSON, 2010; MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Género Leishmania

! |

Subgéneros Leishmania Viannia

bbb

Complexos L. donovani L. major L. tropica L. mexicana L. aethiopica L. lainsoni L. braziliensis L. guyanensis

Espécies -L. donovani -L. major -L. tropica -L. mexicana -L. braziliensis -L. guyanensis
-L. chagasi -L. killicki -L. amazonensis -L. peruviana  -L. panamiensis
-L. infantum -L. garhani
-L. archibaldi -L. pifanoi

-L. venezuelensis

Figura 1. Taxonomia do género Leishmania. (Adaptado de MISHRA et al., 2009)



1.1.2. Morfologia

O género Leishmania agrupa espécies de protozoarios unicelulares, que possuem um
ciclo de vida heteroxénico (digenético), ou seja, se desenvolvem em dois hospedeiros
diferentes e se apresentam sob duas formas de desenvolvimento: a forma promastigota,
encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado e a forma amastigota, parasita
intracelular encontrada no hospedeiro vertebrado (ALCOLEA et al., 2010; BANULS et al.,
2007). Estas formas adaptativas representam uma estratégia adotada pelos parasitos para
sobreviver as mudancas nas condi¢cbes ambientais encontradas em seus hospedeiros, como
variacdes na disponibilidade e tipo de nutrientes, pH, temperatura e oxigénio. Porém, se
diferem em seus requerimentos nutricionais, taxa de crescimento, habilidade em se dividir, na
expressdo regulada de suas moléculas de superficie e na sua morfologia (BESTEIRO et al.,
2007; TSIGANKOV et al., 2014).

As formas amastigotas sao céelulas que podem apresentar seu formato ovalado, esférico
ou fusiforme, com didmetro variando de 3,0 — 6,5 x 1,5 — 3,0 um (comprimento x largura), as
quais se localizam em vacuolos no interior dos macréfagos do hospedeiro infectado, onde se
multiplicam por divisGes binarias (Figura 2A). N& h& flagelo livre, mas somente um
rudimento que é encontrado no interior da bolsa flagelar. O citoplasma contém todas as
organelas membranosas e estruturas tipicamente presentes nas células eucariéticas como:
nacleo grande, esférico ou ovoéide; aparato de Golgi, reticulo endoplasmético, mitocéndria e
ribossomos, podendo ainda ser encontrados vacuolos e inclusdes citoplasméticas. Nestes
parasitos, as mitocondrias apresentam uma diferenca marcante na forma de organizar o seu
material genético. O DNA mitocondrial estd condensado e empacotado na forma de circulos
concatenados denominados de maxicirculos e minicirculos. Este material compactado ocupa
uma posicédo definida dentro da célula do parasita, ficando logo abaixo da bolsa flagelar e esta
regido foi denominada de cinetoplasto (HATAM et al., 2013; MICHALICK e RIBEIRO,
2011).

As formas promastigotas sao extracelulares, méveis e alongadas, medindo entre 16,0-
40,0 x 1,5-3,0 um (comprimento x largura), apresentam um dnico ndcleo, com formato
arredondado ou oval. O cinetoplasto é anterior ao nucleo e o flagelo longo torna-se livre a
partir da porcdo anterior da célula. No intestino do inseto as formas promastigotas se
multiplicam por divis&o binaria longitudinal. No inseto vetor duas formas de promastigotas
podem ser encontradas: as formas multiplicativas, mas nédo infectivas aos mamiferos, que séo
denominadas de promastigotas prociclicas (Figura 2B); e as formas ndo multiplicativas,
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capazes de infectar mamiferos, denominadas promastigotas metaciclicas (Figura 2C), que sdo
encontradas na parte anterior do intestino e na probdscide dos flebotomineos. As
promastigotas metaciclicas possuem diametro do corpo menor em relacdo as promastigotas
prociclicas e flagelo muito longo, cerca de duas vezes o comprimento do corpo
(MICHALICK; RIBEIRO, 2011). As diferencas morfolGgicas entre as promastigotas
prociclica e metaciclica sdo mostradas na Figura 2.

A-Amastigota

c-Promastigota metaciclifi_/\/_\/\/\
r"; = ¥ s

Figura 2. Representacdo das formas adaptativas da L.(L.) amazonenses onde observa-se a diferenga no tamanho
do corpo celular e do flagelo. (A) Amastigota; (B) Promastigota prociclica; (C) Promastigota metaciclica.
(Adaptado de TEXEIRA et al., 2013).

1.2. Ciclo bioldgico

A leishmaniose pode ser transmitida para humanos e outros hospedeiros vertebrados durante o
repasto sanguineo por fémeas infectadas de flebotomineos da subfamilia Phlebotominae,
pertencentes aos géneros Lutzomya (Novo Mundo) e Phebotomus (Velho Mundo)
(ROBERTS e JANOVY, 2000). A saliva do inseto possui diversos componentes bioldgicos
ativos, como anticoagulante, vasodilatador e antiagregante plaquetario, os quais favorecem o
fluxo de sangue, o acumulo linfatico no local e facilita o repasto sanguineo. Possui também
fatores com acdo quimiotatica para mondcitos e células imunorreguladoras com capacidade de
interagir com os macrdfagos, aumentado sua proliferacdo e impedindo sua acdo efetora na
destruicdo dos parasitos (BESTEIRO et al., 2007, MICHALICK e RIBEIRO, 2011). As
formas promastigotas metaciclicas séo regurgitadas pelo inseto vetor na area da lesdo que €
provocada para a obtencdo de sangue. Os parasitos presentes no sangue regurgitado penetram
no tecido do vertebrado pela area da lesdo e sdo fagocitados por células do sistema fagocitico

mononuclear iniciando a fase de desenvolvimento intracelular do parasito. Nesta fase, ocorre



a fuséo entre os fagossomas contendo as leishmanias interiorizadas e os lisossomos formando
os fagolisossoma, ambiente no qual ocorrerd a conversdo das formas promastigotas
metaciclicas nas formas amastigotas. Embora os macrofagos sejam células fagocitarias
especializadas na eliminacdo de agentes infecciosos, as leishmanias apresentam mecanismos
capazes de subverter a capacidade microbicida destas células, conseguindo sobreviver neste
ambiente potencialmente toxico, multiplicar-se até a ruptura da célula, quando séo liberadas
para o tecido onde poderdo infectar outros macréfagos, propagando a infeccdo (SERAFIM et
al., 2012; VANNIER-SANTOS et al., 2002). O inseto vetor ao realizar o repasto sanguineo
ingere macrofagos parasitados por formas amastigotas que se transformam novamente em
formas promastigotas, primeiramente prociclicas, posteriormente metaciclicas infectivas,
completando o ciclo de vida do parasito (BESTEIRO et al., 2007). O ciclo bioldgico da

Leishmania sp esta representado na Figura 3.

Penetragdo de promastigotas Formas promastigotas
metaciclicas durante o sdo fagocitadas
Divisdo no intestino repasto sanguineo por macrofagos
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para probodscide

'

As amastigotas se diferenciam em
promastigotas no intestino médio do vetor
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Os macréfag:is barasitados
sdo digeridos

As promastigotas se
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dentro das células (macrdfagos)
em varios tecidos
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parasitados por amastigotas
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Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo de vida da Leishmania sp. no inseto vetor e no hospedeiro

mamifero. Adaptado de (http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html).



1.3. Organizagéo estrutural

Protozoéarios tripanossomatideos, como as leishmanias, apresentam estruturas comuns as
demais células eucariotas como reticulo endoplasmatico rugoso e liso, aparato de Golgi,
mitocondria e microtibulos. No entanto, apesar destes aspectos comuns, estes protozoarios
apresentam sutis diferencas que podem ser exploradas como possiveis alvos terapéuticos. Os
tripanossomatideos possuem também outras organelas que lhe sdo peculiares como 0s
glicossomas, megassomos, acidocalcissomos. Estudos mostram que nessas organelas existem
vias metabdlicas Unicas e vitais para a interacdo parasito-hospedeiro e que podem ser
utilizadas como alvos terapéuticos (DE SOUZA, 2008). Da Silva e colaboradores (2012)
demostraram que a compartimentalizacdo adequada da arginase no glicossoma da Leishmania
amazonensis € importante para a atividade e para possibilitar que o parasita infecte o
hospedeiro. Outro exemplo sdo os microtibulos, pois nestes parasitos estas estruturas estao
organizadas logo abaixo da membrana celular formando um arcabougo que se associa a
membrana plasmatica sendo denominado de microtubulos subpeliculares. Desta forma,
diversos farmacos com atividade antitumorais, antifungicos e anti-helminticos que interferem
com a dinamica dos microtabulos poderiam ser testados quanto a sua eficacia contra 0s
microttbulos das Leishmanias (revisado por JAYANARAYAN e DEY, 2002). A Figura 4
mostra as principais estruturas das formas adaptativas amastigotas e promastigotas da L. (L.)

amazonensis.
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Figura 4. Representacdo tridimensional das formas adaptativas de L. (L.) amazonensis mostrando as principais
organelas celulares. Amastigota (A) e promastigota (B). (Adaptado de TEXEIRA et al., 2013).



1.3.1. Membrana Plasmatica

A superficie de membrana dos protozoarios da ordem Kinetoplastida é dividia em trés
subdominios estruturalmente e funcionalmente distintos: a membrana flagelar, a bolsa flagelar
e a membrana plasmatica do corpo celular. Estas membranas sdo fisicamente contiguas, e em
conjunto, constituem a superficie da membrana plasmatica do parasita. Cada dominio possui
uma membrana especializada com funcgdes diferentes e com composi¢do proteica e lipidica
variada. A membrana flagelar tem a funcéo de recobrir os microtibulos do axonema. A
membrana que envolve a bolsa flagelar, entretanto, ndo estd associada ao citoesqueleto,
formando assim, o principal sitio de trocas com o meio externo do parasito, sendo responsavel
pela absorcdo de nutrientes e secrecdo de proteinas. A membrana plasmaética que envolve o
corpo da célula esta associada aos microttbulos subpeliculares e nas espécies de leishmania é
encontrado abundantemente um complexo lipofosfoglicano (LPG) e uma metaloprotease, a
gp63, que sdo moléculas importantes para a interacdo parasito-hospedeiro (LANDFEAR e
IGNATUSHCHENKO, 2001; OLIVIER et al., 2012).

1.3.2. O Citoesqueleto

Os tripanossomatideos possuem parte do citoesqueleto localizado geralmente sob a membrana
plasmaética, representados pelos microtubulos subpeliculares, e participa de atividades
celulares essenciais, tais como: (1) a manutencdo e determinacdo da forma celular entre as
diferentes fases do ciclo bioldgico; (2) o processo de divisdo celular e (3) na motilidade
celular (KOHL e GULL, 1998; RODRIGUES et al., 2014).

Os microtubulos sdo os principais constituintes do citoesqueleto em leishmania e sdo
classificados em trés classes: flagelar, envolvidos no processo de locomocgdo; mitético,
relacionados com a divisdo celular e subpelicular, que auxilia na divisdo celular e na
modulacdo da forma celular (GADELHA et al., 2013; revisado por JAYANARAYAN e
DEY, 2002).

A actina é uma proteina do citoesqueleto abundante em células eucarioticas e exerce
importante papel em diversos processos celulares como na motilidade celular, contratilidade,
morfologia celular e no processo de fagocitose. Nas espécies de Leishmania, a actina esta
amplamente distribuida, sendo encontrada no flagelo, bolsa flagelar, nucleo, cinetoplasto e
ainda associada aos microtubulos subpeliculares (HATAM et al., 2013; SAHASRABUDDHE
et al., 2004).



1.3.3. O Flagelo

O citoesqueleto flagelar das formas promastigotas de Leishmania emerge da bolsa flagelar, e
consiste de um axonema classico, que é organizado a partir do conjunto de nove pares de
microtUbulos externos e um par central, apresentando uma estrutura filamentosa denominada
de haste paraflagelar (PFR), que esta associada a ancoragem do axonema ao corpo da célula
(Figura 5). Em contraste com as promastigotas, que possuem um longo e mdvel flagelo, a
forma amastigota de leishmania exibe um curto flagelo sem PFR que se limita ao dominio da
bolsa flagelar (GADELHA et al., 2013). O flagelo ¢ uma organela multifuncional, pois
promove motilidade ao parasita, esta envolvido na fixagdo do parasita ao intestino do vetor e
apresenta funcéo sensorial (LANDFEAR e IGNATUSHCHENKO, 2001; ROTUREAU et al.,
2009).

Parafiagelar Axonema

Figura 5. Estrutura do flagelo de Leishmania sp. em promastigotas e amastigotas. (A) Axonema de
promastigotas. (B) Desenho esquematico do axonema de promastigotas. (C) Axonema de amastigotas. Adaptado
de GLUENZ et al., 2010.

1.3.4. Mitocondria e Cinetoplasto
Os protozoarios tripanossomatideos, dentre os quais se incluem 0s géneros patogénicos para o
homem Trypanosoma e Leishmania, possuem uma Unica mitocondria (FIDALGO e GILLE,
2011). A mitocOndria, no que diz respeito a densidade de sua matriz, bem como a forma e
numero de cristas, é bastante diversa em compara¢do aos demais organismos eucarioticos,
principalmente em relacdo aos organismos multicelulares. Geralmente a mitocondria se
localiza abaixo da membrana plasmatica percorrendo todo o corpo do parasita abaixo dos
microtUbulos subpeliculares (DE SOUZA, ATTIAS e RODRIGUES, 2009; HATAM et al.,
2013).

A mitocondria dos protozoarios da ordem Kkinetoplastida, possui uma regido

especializada denominada cinetoplasto, que resulta da denominagdo da ordem. Geralmente, o
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cinetoplasto € encontrado préximo ao corpudsculo basal que esta localizado na base do flagelo,
porém n&o relacionado a motilidade. O cinetoplasto consiste em uma estrutura condensada em
forma de disco composto de uma rede de milhares de DNA circulares topologicamente
interligados formando o DNA mitocondrial (kDNA). A rede contém dois tipos de moléculas
de DNA: os maxicirculos presentes em algumas coOpias (20 a 50) e os minicirculos
representados por milhares de copias (5.000-10.000) (DEGRAVE et al., 1994; PEREIRA e
BRANDAO, 2013).

O bom funcionamento desta estrutura é de extrema importancia para a sobrevivéncia
dos parasitas (MEHTA e SHAHA, 2004). Quando o parasito € submetido a estresse que
acarreta danos mitocondriais, ocorre a sua morte por apoptose. Alguns estudos demonstraram
que a acdo de varias substancias sobre a mitocondria destes protozoarios pode induzir a sua
morte por apoptose (FONSECA-SILVA et al., 2011; GARCIA et al., 2013).

1.3.5. Nucleo

O nucleo é bem delimitado, possui um cariossomo central ou excéntrico, a cromatina
apresenta distribuicdo variavel e possui um nucléolo. A membrana nuclear possui poros
nucleares, sendo que a membrana externa apresenta continuidade com a membrana do reticulo
endoplasmatico conforme encontrado nas demais células eucaritticas. O nucleo apresenta
forma variavel. Nas formas amastigotas é grande e arredondado, ocupando cerca de um terco
do corpo do parasito. Nas formas flageladas, promastigotas, o nicleo é arredondado ou oval, e
esta situado na regido mediana ou ligeiramente na porcédo anterior do corpo (MICHALICK e
RIBEIRO, 2011).

1.3.6. Aparato de Golgi

O Aparto de Golgi esta localizado préximo a bolsa flagelar, é formado por um sistema de 3 a
10 cisternas e vesiculas na por¢éo trans. O aparato de Golgi esta envolvido com a glicosilacéo
e sulfatacdo de proteinas, estando relacionado com o trafego de vesiculas e biogénese de
lisossomos (TEIXEIRA et al., 2013).



1.3.7. Reticulo endoplasmatico (regides lisas e rugosas)

E encontrado nos varios estagios do desenvolvimento da Leishmania e esta presente por todo
o0 corpo celular e, muitas vezes, esta concentrado na regido periférica proximo ao
microttbulos subpeliculares e a mitocéndria. As regides lisas e rugosas do reticulo
endoplasmatico estdo envolvidas na sintese de lipideos e proteinas, respectivamente, em

conformidade com as demais células eucaridticas (TEIXEIRA et al., 2013).

1.3.8. Glicossomos

Os glicossomos sdo um tipo especial de peroxissomo, possuem formato esférico, com
didmetro de aproximadamente 0,7 pum, apresentam uma matriz homogénea densa, sendo
encontrados aleatoriamente por todo o corpo celular. Possuem em seu interior a maior parte
das enzimas da via glicolitica, e uma variedade de enzimas envolvidas em diferentes
processos celulares, como o metabolismo de perdxidos, PB-oxidacdo de &cidos graxos,
gliconeogénese, biossintese de lipideos (fosfolipideos e esterois), biossintese de pirimidina,
sintese de aminoacidos, dentre outras. A forma amastigota parece conter um nimero maior de
enzimas, 0 que indica variagdo no metabolismo celular entre as formas adaptativas
(COLASANTE et al., 2013; revisado por OPPERDOES e COOMBS, 2007).

1.3.9. Megassomos

Os megassomos sdo grandes estruturas que variam em forma e tamanho, podendo alcancar o
diametro do nucleo da célula. Possuem no seu interior fosfatase acida e cisteina-proteinase
correspondendo a um lisossomo tipico. Sua matriz ndo é homogénea, podendo apresentar
perfis de membrana, inclusbes eletrondensas e vesiculas. S&o encontrados na forma
amastigota de algumas espécies do género Leishmania, sendo o destino final de todas as
macromoléculas capturadas no meio extracelular através dos processos endociticos do
parasito. Ja nas formas promastigotas, possuem pequenas vesiculas eletronlucentes que
acumulam cisteina protease, consideradas precursoras dos megassomos (DE SOUZA, 2002;
DE SOUZA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2013).



1.3.10. Acidocalcissomos

Os acidocalcissomos sdo estruturas levemente alongadas com diametro médio de 600 nm,
sendo distribuidos por toda a célula. Sdo organelas acidas, ricas em célcio e polifosfatos, por
possuirem canais e bombas de ions. A estas organelas é atribuida a funcdo de manutencédo do
equilibrio de célcio, magnésio, sddio, potassio, zinco e ferro, além delas também participarem
do controle do pH e osmorregulacdo, juntamente com o vacuolo contratil. A quantidade e o
diametro de acidocalcissomos variam de acordo com as espécies de leishmanias e com as
diferentes etapas de sua metaciclogenese (CORREA et al., 2007; DOCAMPO et al., 2005;
MORENO e DOCAMPO, 2009).

1.4. Leishmania GFP

A clonagem do gene GFP (Green Fluorescent Protein, do inglés) em 1991 da agua-viva
Aequorea victoria desencadeou varias aplicacdes para GFP na area de Biologia e Medicina. A
proteina GFP é constituida de 238 aminoacidos e é intrinsecamente fluorescente, isto é, ndo
necessita de substrato ou cofatores (CHALFIE et al., 1994) para emissao de luz. Quando
expressa em células procaridticas ou eucariéticas, produz uma fluorescéncia verde apds a
excitacdo das células por luz azul ou UV (MISTELI e SPECTOR, 1997). A GFP possui varias
propriedades favoraveis a seu uso como gene reporter (confere marcacdo especifica as
células), incluindo localizacdo citoplasmatica, baixa toxicidade e facil visualizacdo e
quantificacdo (CHALFIE et al., 1994; CHALFIE, 1995).

O gene reporter GFP tornou-se uma ferramenta promissora e amplamente utilizada
para triagem de drogas em varios modelos, devido sua alta sensibilidade, especificidade e
flexibilidade. Na avaliacdo de compostos com potencial atividade leishmanicida é de extrema
importancia a homogeneidade e estabilidade das cepas transfectadas com GFP, as quais
guando acopladas a citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia, fornecem resultados
mais sensiveis, especificos e rapidos do que os ensaios convencionais (PULIDO et al., 2012).
A expressdo de GFP pode facilitar o monitoramento do destino e do nimero de amastigotas
em infeccdes em macrofagos ou em modelos animais (HA et al., 1996).

A expressdo de GPF tem sido amplamente utilizada para a geracdo de um grande
namero de espécies de leishmania como no caso de L. (L.) major e L. (L.) donovani (HA et
al.,1996); L. (L.) infantum e L. (L.) donovani (KAMAU et al., 2001; SINGH e DUBE, 2004);
L.(L.) amazonensis (CHAN et al., 2003; OKUNO et al., 2003); L. (L.) mexicana, L. (L.)
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aethiopica, L. (L.) tropica e L. (L.) major (PATEL et al., 2014). Neste trabalho foi utilizado a
cepa L.(L.) amazonensis GFP.

1.5. Leishmania (Leishmania) amazonensis e a leishmaniose

1.5.1. Aspectos gerais

As leishmanioses sdo um grupo de doengas tropicais negligenciadas causadas por parasitas do
género Leishmania e que podem ser classificadas em trés formas clinicas principais: (1)
cutanea, (2) mucocutanea e (3) visceral (ALVAR et al., 2012; DAVID e CRAFT, 2009).
Classicamente, de acordo com critérios geograficos, as leishmanioses foram divididas em
leishmanioses do Velho Mundo, que abrange a Europa, Africa e Asia; as leishmanioses do
Novo Mundo, que correspondem a América e Oceania (MASMOUDI et al., 2013). No novo
mundo, coletivamente, as leishmanioses cutdnea e mucocutdnea sdo referidas como
Leishmaniose Tegumentar (GOTO e LINDOSO, 2010).

Em humanos a leishmaniose é a segunda doenca mais importante transmitida por
protozoario, atrds unicamente da malaria (DAVIDSON, 2005). Sendo endémica em 98 paises,
a leishmaniose representa um importante problema de salde publica, principalmente nos
paises das Américas do Sul e Central, Africa e Asia (ALVAR et al., 2012; WANG et al.,
2012). Atualmente, a estimativa é de 1,3 milhdes de novos casos com letalidade entre 20.000
a 30.000 pessoas por ano. Deste total mundial, cerca de 0,2 a 0,4 milh&o dos novos casos séo
de leishmaniose visceral e 0,7 a 1,3 milhdo sdo de leishmaniose tegumentar americana (WHO,
2014).

1.5.2. Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e suas formas clinicas
No Brasil a LTA é uma das afec¢des dermatoldgicas que merece maior atengdo, devido ao
risco de ocorréncia de deformidades que podem ser produzidas nos seres humanos. Tais
agravos apresentam um grande impacto psicologico nos doentes principalmente devido a
exclusdo social que acabam por gerar. Esta complexa situagdo tem amplos reflexos nos
campos social e econémico da vida dos individuos doentes, uma vez que na maioria dos casos
a leishmaniose est4 relacionada com atividade ocupacional destas pessoas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

A leishmaniose cutanea pode ser caracterizada pela formacdo de Ulceras Unicas ou
maultiplas (até 20 lesdes) confinadas na derme e com a epiderme ulcerada (Figura 6). A

densidade de parasitos nas bordas da Ulcera formada é grande nas fases iniciais da infecgéo,
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com tendéncia a escassez nas Ulceras cronicas. Além das Ulceras tipicas, podem evoluir para
formas vegetantes verrucosas ou framboesiformes. No Brasil, as espécies que tém sido
encontradas parasitando humanos sdo: L. (V.) braziliensis, que provoca lesées conhecidas por
Ulcera de Bauru, ferida brava, ferida seca e bouba; L. (V.) guyanensis, que causa lesbes
cuténeas conhecidas por pian bois, tlcera unica do tipo “cratera de lua” e metastases; L. (L.)
amazonensis, que pode causar tanto as lesdes ulceradas simples e limitadas, com muitos
parasitos nas bordas da lesdo, como também a forma da doenca conhecida como cutanea
difusa (DESJEUX, 2004) e a L.(V.) laisonsi que produz ulcera cutédnea Unica (REIS e
CONTUO, 2011).

Figura 6. Diferentes formas clinicas da leishmaniose. (A) Leishamaniose cutanea localizada. (B) Leishmaniose
cuténea difusa. (C) Leishmaniose cutanea disseminada. (D) Leishmaniose cutaneomucosa. Fotos de J. Costa,
CPgqGM/FIOCRUZ, Bahia, retiradas de TEXEIRA et al., 2013.

Na regido da lesdo provocada pela L. (L.) amazonensis, os macréfagos encontrados
estdo intensamente parasitados, abrigando um grande nimero de formas amastigotas no
interior dos fagolisossomas. As lesbes geralmente ndo apresentam cura espontanea, sendo
necessario o tratamento quimioterapico. A ocorréncia de recidivas € comum e a resposta
imune do paciente frente ao parasita néo é eficaz para o controle da infeccdo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2013; PRINA et al., 1993). Curiosamente, Abreu-Silva et al. (2004)
demonstraram que camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis apresentaram
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alteracOes patologicas similares as encontradas na leishmaniose visceral causada por L. (L.)
infantum.

A doenca causada pela espécie L. (L.) amazonensis é normalmente uma zoonose na
qual os vetores e reservatorios sao silvestres. Embora a infeccdo humana por esta espécie de
parasita ndo seja considerada frequente, a mesma tem sido identificada no Brasil nas regies
Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste (NEGRAO, 2013). Dorval et al. (2006) relataram
casos autoctones de LTA associados com a infeccdo por L. (L.) amazonensis no municipio de
Bela Vista, Mato Grosso do Sul. Sendo também encontrada na Bolivia, Peru, Equador, El
Salvador, Coldémbia, Venezuela, Panama e Guiana Francesa (NEGRAO, 2013; WEIGLE;
SARAIVA, 1996).

O principal inseto vetor da L. (L.) amazonensis é o Lutzomyia flaviscutellata, sendo
encontrado em matas Umidas nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia,
Roraima, Tocantins, Bahia, Ceara, Maranhdo, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo. Outros flebotomineos vetores séo
Lutzomyia reducta e Lutzomyia olmeca (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Estas espécies
possuem atividade noturna, o que justifica uma menor frequéncia de infeccdo humana, sendo
restrita a cacadores e pescadores que se expde na floresta a noite. Os igap6s, capoeiras e
varzeas sdo locais favoraveis para que ocorra a infeccdo, desde que haja mamiferos
reservatorios suficientes e a presenca de vetores (REIS; GONTIO, 2011). Os principais
reservatorios de L. (L.) amazonensis sdo os roedores: Proechimys guyannensis e Oryzomys
capito; Neacomys, Nectomyse e Dasyprocta, 0s marsupiais Marmosa, Metachirus, Didelphise
Philander, e a raposa Cerdocyon thous (LAINSON, 2010; REIS e GONTIJO, 2011).

a) Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL)

Nesta forma clinica ocorre o desenvolvimento de uma lesdo cuténea indolor, de
formato arredondado, tamanho variado (milimetros a centimetros), podendo ser ulcerosa ou
ndo e geralmente sdo encontradas em regides corporais expostas (Figura 6A). As lesdes sdo de
fundo granuloso e avermelhado e bordas elevadas, que podem ainda apresentar infeccgoes
secundarias. (TEIXEIRA et al., 2013).

b) Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD)

E uma forma clinica rara, porém grave e inicia-se de maneira insidiosa, com lesio Unica e sua
evolugdo é lenta com formagdo de placas e multiplas nodulagdes ndo ulceradas recobrindo
grandes extensdes cutaneas contendo grande nimero de amastigotas (Figura 6B). A LCD no

13



Brasil é causada pela L. (L.) amazonensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). A LCD ocorre
em pacientes com deficiéncia imunoldgica, em que a resposta imune celular esta deprimida
com relacdo a antigenos de Leishmania, resultando em um estado de anergia imunoldgica
frente a infeccdo estabelecida. A doenca caracteriza-se por curso cronico e progressivo por
toda a vida do paciente, ndo respondendo aos tratamentos convencionais (REIS e GONTHO,
2011).

c¢) Leishmaniose Cutanea disseminada

A forma disseminada da LTA foi descrita em 1986, e ¢é caracterizada pelo aparecimento de
maltiplas lesGes papulares e de aparéncia acneiforme que acometem varios segmentos
corporais, envolvendo com frequéncia a face e o tronco (Figura 6C). Inicia-se com uma ou
varias lesbes localizadas com as caracteristicas classicas de Ulcera de fundo granuloso e
bordas elevadas, seguida da disseminacgdo do parasito provavelmente por via hemética ou via
linfatica, que se estabelece em poucos dias, causando lesdes disseminadas, sendo que, pode
resultar em varias les6es. O individuo infectado pode apresentar acometimento mucoso
concomitante e manifestacbes sisttmicas como febre, mal-estar geral, dores musculares,
emagrecimento, anorexia, entre outros. A resposta ao tratamento apresenta resultados
satisfatorios, embora a maioria dos pacientes requeira uma ou mais series adicionais de
tratamento para alcancar a cura clinica. Esta forma rara de apresentacdo da leishmaniose
cutanea foi descrita em pacientes com HIV (AIDS). As duas espécies reconhecidas como
causadoras desta sindrome sdo a Leishmania (V.) braziliensis e a L. (L.) amazonensis
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

d) Leishmaniose Cutaneomucosa (LCM)

A forma classica de LCM ¢é secundaria a lesdo cutanea, com inicio insidioso e pouca
sintomatologia, resultando em lesBes destrutivas secundarias envolvendo mucosa e cartilagens
(Figura 6 D). Acredita-se que a forma mucosa da leishmaniose possa ser causada pela
migracao das leishmanias ou seus antigenos da regido de penetracdo na pele para as mucosas
nasal, orofaringe, palatos, labios, lingua, laringe, traqueia e mais raramente, pode atingir as
conjuntivas oculares, anus e mucosas de 6rgéos genitais (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).
As graves mutilagdes produzidas por este tipo de lesdo nos pacientes geram dificuldades para
respirar, falar e se alimentar. Pode ainda ocorrer complicacfes respiratorias por infeccoes

secundarias, 0 que se ndo tratado adequadamente podera levar o paciente ao 6bito (REIS e
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CONTHO, 2011). A LCM acomete com mais freqliéncia pessoas do sexo masculino e faixas
etarias usualmente mais altas do que a LC. O agente etiol6gico causador da LMC, no Brasil é
a L.(V.) braziliensis, entretanto ja foram descritos casos na literatura atribuidos a L. (L.)
amazonensis e alguns raros casos relatados na regido da Amazonia de lesdes cutaneomucosa
causada por L.(V.) guyanensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

1.6. Aspectos epidemiologicos

Segundo a Organizacdo Mundial de Salude (2014), nos Utimos 5 anos, cerca de 1,0 milhdo de
casos de LTA foram informados. Aproximadamente 220 mil casos de LTA sdo reportados
oficialmente a cada ano. No entanto, estima-se que apenas cerca de dois tercos dos paises
realmente notificam os dados de incidéncia, sendo que os dados mais dispersos encontram-se
na Africa, principalmente devido as subnotificagdes (ALVAR et al., 2012).

A LTA ¢ a forma da doenca mais amplamente distribuida, para a qual cerca de um
terco dos casos ocorrem em trés regides: Américas, bacia do Mediterraneo e Asia ocidental
(Figura 7). Os dez paises com o maior nimero de casos sdo o Afeganistdo, Argélia,
Col6mbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru. Juntos estes paises
representam de 70 a 90% da incidéncia global estimada da LTA (ALVAR et al., 2013;
STOCKDALE e NEWTON, 2013). As infeccBes humanas sdo encontradas também em 16
paises da Europa incluindo a Franca, Italia, Grécia, Espanha e Portugal (WHO, 2010).
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Figura 7. Status endémico da leishmaniose tegumentar americana publicado em 2012. (Adaptado WHO)
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Estima-se que 0,7 a 1,3 milh&o de novos casos de leishmaniose tegumentar americana
ocorram anualmente em todo o mundo. Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica
Islamica do Ird e Republica Arabe da Siria, juntos, sdo responsaveis por dois tercos dos novos
casos de LTA em todo o globo (WHO, 2014).

No Brasil, a LTA apresenta ampla distribuicdo com casos autoctones em todas as
regibes geograficas brasileiras (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; NEGRAO 2013). No
Brasil, de 2001 a 2010, ocorreram 180.140 casos confirmadamente autoctones de LTA, com
média anual de 18.000 casos em territorio nacional. Sendo que, destes casos registrados em
territorio nacional a regido Norte é responsavel por 35,60%; regido Nordeste 22,94%, regido
Centro Oeste e no Distrito Federal por 16,31%; regido Sudeste 9,17% e regido Sul, 1,95%
(NEGRAO, 2013).

No periodo de 2007 a 2012 foram registrados no Brasil 138.603 casos de leishmaniose
tegumentar (Figura 8) sendo que cerca de 40% dos casos foram registrados s6 na regido
Norte. No periodo analisado, aproximadamente 40% dos casos ocorreram na faixa etaria de
20-39 anos, e em relacdo ao género, aproximadamente 70% dos casos foram encontrados no
sexo masculino. Em 2012 foram registrados 24.539 casos de LTA, demostrando que o
ndmero de casos aumentou em comparacao a anos anteriores (SINAN/SVS/MS, 2014).
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Figura 8. Incidéncia da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil por ano (2007-2012). Fonte:
SINAN/SVS/MS, 2014. Dados organizados pela autora Nubia Maria Pereira de Sousa.

No Distrito Federal, 186 casos de LTA foram registrados no periodo de 2010 a 2012,

sendo que 22 casos foram autdctones do DF, conforme visto na Tabela 1 (Informativo
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Epidemioldgico das Leishmanioses no DF, 2013). Dados parciais referentes a 2013 mostram
que seis casos de LTA foram registrados no DF, dos quais trés (50%) foram autdctones do
DF. As popula¢des mais expostas a LTA no DF estdo concentradas em areas rurais e de
expansdes urbanas, que apesar de bem urbanizadas, possuem vegetacdo, quintais extensos,
com canil e, as vezes, galinheiro, o que favorece a presenca de hospedeiros naturais e vetores

da leishmania na area peridomicilio (Boletim anual GDF, 2013).

Tabela 1. Série histérica de casos de LTA confirmados no DF no periodo de 2010 a 2012. (Informativo

Epidemiolégico das Leishmanioses no DF, 2013).

Ano Confirmados Autdctones Importados Ignorados

2010 88 12 62 14
2011 47 5 40 2
2012 51 5 43 3

1.7. O Tratamento das leishmanioses

1.7.1. Antimoniais pentavalentes

No Brasil os compostos antimoniais sob a forma de sais trivalentes (antiménio trivalente —
Sb'""), chamado tartaro emético (tartarato de potéassio e antiménio) foram utilizados na clinica
médica pela primeira vez no tratamento da leishmaniose tegumentar em 1912 pelo medico
brasileiro Gaspar Vianna (RATH et al., 2003). Para a leishmaniose visceral, os derivados de
Sb"" s foram utilizados em 1915 na Italia e india (MURRAY et al., 2005). Ap6s a década de
40, o uso clinico do Sh" foi interrompido por causa dos efeitos adversos, e pela descoberta de
compostos menos toxicos como os complexos de antiménio pentavalente SbY (BERMAN,
2003).

Os sais de antiménio pentavalente (Figura 9) sdo os medicamentos de primeira
escolha, em virtude de sua comprovada eficacia terapéutica no tratamento de todas as formas
clinicas de leishmaniose. O tratamento baseia-se principalmente no uso endovenoso ou
intramuscular do Antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime®) no Novo Mundo e
Estibogluconato de sddio (Pentostan®) no Velho Mundo e paises de lingua inglesa
(HEPBURN, 2003, revisado por MICHELETTI e BEATRIZ, 2012). No Brasil o antimoniato-
N-metil glucamina é fornecido gratuitamente para o tratamento dos doentes pelo Ministério da
Saude. O protocolo especifico de tratamento varia dependendo das condic¢Ges clinicas
associadas a cada caso (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Visando padronizar o esquema
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terapéutico, a Organizacdo Mundial da Salde recomenda que a dose do antimonial
pentavalente seja calculada em mg Sh¥/Kg/dia.

A B
OH
OH OH

\ g (_oH HO_ J
HN 0 /()H 01\‘&! ()

0,0 \

Ty \/Sh—o-sr»/
o % o/ \'o
NH 0 0

OH \

HO 0
ONa ONa =

HO

Figura 9. Férmula estrutural dos antimonias pentavalentes. N-metil glucamina (A) e Estibogluconato de sodio
(B). (FREZARD et al., 2008)

A farmacocinética de antimoniais pentavalentes indica que quando administrado
intravenosamente cerca de 80% € eliminado entre 6-8 h. Por outro lado, quando administrados
via intramuscular sua cinética pode ser dividida em trés fases, sendo a fase inicial de absor¢édo
com meia vida de 0,85 h, seguida por uma fase de eliminacgdo rapida com meia vida de 2,02 h
e finalmente, uma fase de eliminagdo mais lenta com meia vida de cerca de 76 h (GIL et al.,
2007). A fase terminal lenta pode ser resultado da conversdo in vivo do SbY para Sb"', a qual
pode contribuir a0 mesmo tempo para a maior toxicidade e para a acdo eficaz da droga
(DAVIDSON, 1998). Até o momento, ndo existe conduta terapéutica ideal para as
leishmanioses, contudo os antimoniais tém representado a base principal de tratamento nas
ultimas décadas, apresentando-se como a melhor opcéo terapéutica (NAME et al., 2005).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda ndo estd bem esclarecido.
Muitos estudos mostram que seus mecanismos de acdo parecem envolver diversos aspectos
metabolicos do parasito. Berman e colaboradores (1985) demostraram que antimoniais
pentavalentes inibem a enzima fosfofrutoquinase, envolvida na sintese de nucleotideos
trifosfatados. Por outro lado também foi demonstrado que SbY forma complexos com
ribonucleosideos, e que essa interacdo poderia ter implicagbes no mecanismo de agdo dos
antimoniais (DEMICHELI et al., 2002). Chakraborty e Majumder (1988) evidenciaram que 0
estibogluconato de sodio é capaz de inibir a enzima topoisomerase Il purificada de L. (L.)
donovani. Foi demonstrado por Lucumi et al. (1998) que o tratamento de promastigotas de L.
(L.) panamensis com antimoniais pentavalentes é capaz de estabilizar complexos DNA-
proteina 0 que esta de acordo com a inibicdo da topoisomerase I. Ainda sugere-se que 0

antimoniato de meglumina seja uma pro-farmaco, convertida no interior do macréfago em
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Sb™, composto téxico para as formas amastigotas de Leishmania spp (ROBERTS et al.,
1995). Sereno e Lemestre (1997) demonstraram que o Sh""' foi substancialmente mais potente
que o ShY para ambas as formas promastigotas e amastigotas axénicas, de trés espécies de
Leishmania, corroborando com a hipétese da conversdo metabélica in vivo do Sb" para Sh'".
Miekeley e colaboradores (2002) estudaram a biotransformacdo ap6s administragdo
intramuscular de N-metil glucamina em pacientes com leishmaniose. Eles observaram que
inicialmente havia a presenca de Sb" na urina e plasma dos pacientes tratados. J4 a quantidade
de Sb"™ aumentou especialmente na fase de eliminagdo lenta da droga, sugerindo uma
bioreducdo da forma pentavalente para trivalente mais toxica. Este achado apoia a hipétese de
que a forma Sb"' pode ser a responséavel pela toxicidade deste a longo prazo e pela sua acéo
terapéutica.

Além desses mecanismos, foi mostrado que o composto trivalente parece interferir no
processo de B-oxidacdo dos &cidos graxos e na glicélise do parasito levando a uma deplecédo
dos niveis de ATP intracelular (BALANA-FOUCE et al., 1998; RATH et al., 2003). Existe
na forma amastigota uma metaloprotease zinco dependente, que poderia ser inativada se o
antimonio substituisse o zinco nesta enzima, a qual por sua vez, é essencial para o
desenvolvimento do parasito (BANGS et al., 2001). Outras enzimas do parasito, nomeadas
redutase tiol dependente (TDR1) e arsenato redutase (ACR2), mostraram-se capazes de
converter Shb¥ a Sh"' dentro da célula, sugerindo a possivel participacdo de enzimas do
parasito nesse processo (DENTON et al., 2004). H& ainda evidéncias de que antimoniais
poderiam agir desencadeando apoptose (SERENO et al., 2001)

Vale ressaltar que algumas particularidades na composicdo quimica dos antimoniais
pentavalentes podem contribuir para seus efeitos farmacoldgicos. Por exemplo, o0s
carboidratos, como o acido glicénico, presentes nos antimoniais pentavalentes, sdo capazes de
formar complexos sollveis em agua com o antiménio, o que pode facilitar a distribuicdo da
droga nos macrofagos do hospedeiro (ROBERTS et al.,1995).

Dentre os efeitos adversos que podem ocorrer com 0 uso dos antimoniais destacam-se:
dor no local da injecdo (GASSER et al., 1994), artralgia, mialgia, anorexia, nduseas, vomitos,
plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, adinamia,
cefaleia, tontura, palpitacdo, insdnia, nervosismo, choque pirogénico, edema, insuficiéncia
renal aguda (MINISTERIO DA SAUDE, 2013), pancitopenia (MASMOUDI et al., 2005),
elevacOes das transaminases hepaticas, polineuropatia reversivel, anemia hemolitica, choque e
morte subita (MARGARET et al., 2012).
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Os antimoniais pentavalentes apresentam um potencial arritmogénico, por isso estao
contraindicados em pacientes que fazem uso de betabloqueadores e drogas antiarritmicas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Os antimoniais também estio contraindicados em
pacientes com insuficiéncia renal ou hepética, e em mulheres gravidas nos dois primeiros
trimestres da gestacio (MINISTERIO DA SAUDE, 2013, MORIZOT et al., 2005,).

O potencial hepatotoxico, cardiotoxico e nefrotoxico dos compostos antimoniais,
aliados a outros efeitos colaterais e a necessidade de injec6es diarias por um longo tempo de
tratamento, representam um sério obstaculo a terapia adequada da leishmaniose. Todos estes
fatores levam a reducéo, interrupcéo ou abandono da quimioterapia pelo paciente antes do seu
término (DEMICHELI; FREZARD, 2009).

As drogas utilizadas na quimioterapia das leishmanioses e a atencdo medica necessaria
devido aos efeitos adversos elevam o custo do tratamento. Os relatos de pacientes nao
responsivos as drogas antimoniais tém aumentado, seja devido ao surgimento de cepas
resistentes (CROFT et al., 2006), resisténcia priméria, ou ainda a doses subterapéuticas da
medicacdo que em alguns casos é devido a tratamento mais curto do que recomendado
(TUON et al., 2008).

1.7.2. Anfotericina B

A anfotericina B (Figura 10) é constituida por uma mistura de substancias antifungicas
derivadas de culturas de Streptomyces. Estruturalmente, estas sao moléculas muito grandes,
da classe dos macrolideos, que pertencem ao grupo poliénico dos agentes antifungicos
(RANG et al., 2011). Seu mecanismo de agdo é baseado no metabolismo de esterdis de
leishmanias e fungos, onde o 24-ergosterol é o principal esterol sintetizado e existente nas
membranas desses parasitos. A anfotericina B se liga aos esterois e cria grandes poros na
membrana, causando alteragdes no equilibrio idnico, o que leva o parasito a morte do
(BALANA-FOUCE et al., 1998).
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Figura 10. Férmula estrutural da anfotericina B. (BARRETT e CROFT, 2012)
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Os efeitos adversos observados com o uso da anfotericina B sdo a febre, nauseas,
vomitos, hipopotassemia, flebite no local da infusdo, anorexia, insuficiéncia renal, anemia,
leucopenia e alteragbes cardiacas (MINISTERIO DA SAUDE, 2013), dor muscular, tremor,
calafrios, reacdes anafilaticas, trombocitopenia (KHAW e PANOSIAN, 1995), hipocalemia,
hipomagnesemia, anemia, insuficiéncia hepatica e zumbido (RANG et al.; 2011).

Anfotericina B lipossdmica (AmBisome®), complexo lipidico de anfotericina B
(Abelcet®) e dispersdo coloidal de anfotericina B (Amphocil®) sdo formulagGes novas,
consideradas de custos mais elevados, no entanto, mais efetivas, e que apresentam baixa
toxicidade renal, sendo mais seguras que a anfotericina B convencional (LIMA e SOUZA,
2005).

No Brasil a anfotericina B esta registrada na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) para uso no tratamento da leishmaniose visceral. Entretanto, ndo existe registro para
uso na leishmaniose tegumentar, sendo entdo considerada uma droga “off label”, ou seja, uso
ndo aprovado, que ndo consta na bula do medicamento.A anfotericina B é considerada como
farmaco de primeira escolha no tratamento da leishmaniose em gestantes e de segunda
escolha quando ndo se obtém resposta ao tratamento com o antimonial pentavalente ou na
impossibilidade de seu uso (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

1.7.3. Pentamidinas

As pentamidinas (Figura 11) sdo diamidinas aromaticas que vem sendo utilizadas como
drogas de segunda escolha no tratamento da leishmaniose tegumentar em areas endémicas.
Esse farmaco é indicada para 0s casos ndo responsivos aos antimoniais, embora, também leve
a efeitos adversos significativos e requeira a administracdo parenteral (SINGH e
SIVAKUMAR, 2004). Sdo comercializadas para uso humano nas seguintes formulagdes:
Isotionato  (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) e Mesilato (Di-B-Hidroximetil-Sulfonato)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O~ PO
HENYQ/ O\[NHZ

NH NH

Figura 11. Férmula estrutural da pentamidina. (BARRETT e CROFT, 2012)

O modo de agdo das pentamidinas ndo estd bem esclarecido, estudos mostram que esta

molécula parece interferir com o transporte de aminoacidos, na sintese de poliaminas, podem
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ligar-se ao DNA do cinetoplasto do parasito e diminuem o potencial de membrana
mitocondrial (revisado por KAUR e RAJPUT, 2014; revisado por SANDS et al.; 1985).

As reacOes adversas mais frequentes com o uso da pentamidina sdo dor, induracéo,
abcessos no local da aplicacdo, naduseas, vomitos, tontura, adinamia, mialgias, cefaleia,
hipotenséo, lipotimia, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia (MINISTERIO DA SAUDE,
2013), dispnéia, taquicardia, erupcbes cutdneas, tromboflebite, trombocitopenia, anemia,
neutropenia, elevacdo de enzimas hepaticas e nefrotoxicidade (VOHRINGER e ARASTEH,
1993), toxicidade pancreatica (MASMOUDI et al., 2005), havendo também alguns relatos de
morte subita (RATH et al., 2003). O uso de pentamidina é contraindicado em caso de
gestacdo, diabetes mellitus, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepética, doencgas cardiacas e em
criancas com peso inferior a 8 kg (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

1.7.4. Miltefosina

A miltefosina (Figura 12) foi originalmente desenvolvida como um agente anticancer. Sua
atividade antiprotozoaria foi demonstrada na década de 80 e apresentou uma elevada
atividade contra L. (L.) donovani e L. (L.) infantum. Em 2002 o farmaco foi aprovado na india
como o0 primeiro tratamento ativo por via oral para a leishmaniose visceral, e vem
apresentando bons resultados clinicos para a forma cutanea da doenca (MARGARET et al.,
2012).
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Figura 12. Formula estrutural da miltefosina. (BARRETT; CROFT, 2012)

A miltefosina, uma hexadecilfosfocolina, interage com a membrana celular do
parasita, sem interagir com o DNA. Este farmaco modula a permeabilidade e a fluidez da
membrana, a composicao lipidica, o metabolismo dos fosfolipidios e a propagacao do sinal de
transducgéo. Por fim, induz a morte do parasita por apoptose (SINGH; SIVAKUMAR, 2004,
COSTA FILHO et al., 2008).

Os efeitos adversos que podem ocorrer com 0 uso da miltefosina séo: vomitos e
diarreia, elevaces dos niveis séricos de transaminase hepética e creatina. Estes efeitos sdo
tipicamente brandos e reversiveis e se extinguem rapidamente ap6s a interrupcdo do uso do

farmaco (MARGARET et al., 2012). Esta droga apresenta potencial efeito teratogénico, ndo
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devendo ser administrada a mulheres gravidas ou com possibilidade de gravidez
(BHATTACHARYA et al., 2004).

A miltefosina (Impavido®) € bem absorvida por via oral e distribui-se por todo o
corpo humano. N&o existem dados de farmacocinética detalhados, com excecdo de que a
miltefosina apresenta um longo periodo de meia-vida em humanos, variando entre 150-200 h
(MARGARET et al., 2012). Devido a sua longa meia-vida, pode ocorrer facilmente selecéo
de parasitos resisténtes a miltefosina, o que vem sendo relatado na india, pais onde esta droga

é extensivamente utilizada (revisado por ASHOK et al., 2014).

1.7.5. Paromomicina

A paromomicina (Figura 13) € um antibidtico aminoglicosideo, também chamado
aminosidina, e é produzido pelo Streptomyces rimosus. Os tratamentos tépicos com pomadas
ou injecOes intramusculares contendo paromomicina tém sido utilizados com sucesso contra a
leishmaniose cutdnea ou visceral, respectivamente. Este composto apresenta atividade
leishmanicida quando utilizado sozinho ou em combinago com outras drogas (FERNANDEZ
etal., 2011).
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Figura 13. Formula estrutural da paromomicina. (BARRETT; CROFT, 2012)

A acdo da paromomicina foi demonstrada em promastigotas de L. (L.) donovani, as
quais apresentaram modificacdes na sintese de RNA e em lipidios polares da membrana, 0
que promoveu alteracbes na fluidez da mesma (MAAROUF et al., 1997). Fernandez e
colaboradores (2011) demonstraram que a paromomicina inibe a sintese de proteinas nas
formas promastigotas e consequentemente produz reducdo da taxa de proliferacdo do parasita.
Apesar de bem tolerada, € potencialmente nefrotdxica e ototoxica, podendo causar surdez
irreversivel, além de ser contraindicada durante a gravidez (MARGARET et al., 2012).
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1.8. Microtubulos como alvo quimioterépico

Os microtubulos séo polimeros proteicos que compdem o citoesqueleto e estdo envolvidos em
atividades essenciais para a sobrevivéncia das células eucariotas, tais como manutencdo da
forma da célula, polaridade, sinalizacdo, transporte de vesiculas e divisdo celular (PEREZ,
2009). Estas proteinas sdo os alvos celulares de muitos farmacos anticancerigenos,
antifangicos e anti-helminticos (revisado por JAYANARAYAN e DEY, 2002; PROTA et al.,
2014). A notavel importancia dos microtubulos para a divisdo celular fez destas estruturas um
desejavel alvo, contra o qual diversos compostos foram e continuam sendo desenvolvidos
para uso como agentes quimioterapicos voltados para a inibigdo do processo de divisao rapida
das células tumorais. De maneira geral os inibidores da dindmica dos microtibulos sdo
classificados em dois grupos principais: (1) agentes estabilizadores de microtabulos e (2)
desestabilizadores dos microtubulos. O primeiro grupo age impedindo a despolimerizacdo dos
microtubulos interferindo com a sua dindmica, necessaria para a replicacdo celular,
bloqueando, assim, o processo de divisdo. Neste grupo, estdo incluidos os taxanos (paclitaxel
e docetaxel) e as epotilonas (como a ixabepilona). Os agentes desestabilizadores de
microttbulos, que agem inibindo a polimerizagdo destas estruturas incluem os alcaloides da
vinca (como a vimblastina, vincristina, vinorelbina), a halicondrina B e a colchicina
(HUSZAR et al., 2009; PEREZ, 2009; PROTA et al., 2014). Devido a pertubacdo de vias
celulares dependentes dos microtibulos, como o transporte nos ax6nios, a neurotoxicidade é
um efeito adverso observado em pacientes que fazem uso destes agentes antimitéticos
(CHABNER et al., 2006).

A exploracdo dos microtibulos como alvo antiparasitario é baseado no direcionamento
seletivo do farmaco para os microtibulos do parasito. As tubulinas dos seres humanos e
parasitas tém significativas diferencas na sequéncia de aminoacidos primarios e nas suas
propriedades de polimerizacdo. O conhecimento destas diferencas pode auxiliar no
desenvolvimento de farmacos inibidores dos microtibulos de forma mais eficaz e especifica
(revisado por JAYANARAYAN e DEY, 2002; PEREZ, 2009).

A griseofulina é um farmaco antifingico com acdo sobre varias espécies de fungos
dermatofilos. Esta droga inibe o processo de mitose nos fungos através de sua ligagdo com
microtibulos rompendo, assim, a organizacdo do fuso mitotico. Os efeitos adversos
observados com o uso de griseofluvina sdo alteragOes gastrintestinais, cefaleia,
fotossensibilidade e reacGes alérgicas (RANG et al., 2011).
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Um dos principais grupos de anti-helminticos usados clinicamente sdo o0s
benzimidazois substituidos. Este grupo de agentes de amplo expectro inclui 0 mebendazol, o
tiabendazol e o albendazol. Considera-se que eles atuem através da inibicdo da polimerizagéo
da beta-tubulina helmintica, interferindo assim nas funcbes dependentes dos microtubulos.
Possuem atividade inibitoria seletiva, sendo 250-400 vezes mais efetivos na produgdo deste
efeito no tecido helmintico do que no tecido dos mamiferos. Os efeitos adversos observados
sdo alteracOes gastrintestinais, cefaléia, tonturas, sonoléncia e reacdes alérgicas (RANG et al.,
2011).

Na tentativa de se obter novas opg¢0Oes terapéuticas para o tratamento da leishmaniose,
muitos farmacos inibidores da dindmica dos microtibulos foram avaliados quanto sua
possivel acdo leishmanicida, devido a massiva presenca dos microtibulos subpeliculares dos
protozoarios tripanosomatideos. Os benzimidazéis foram investigados em relacdo a sua acdo
leishmanicida em L. (V.) panamensis e L. (L.) major, porém foram observadas pouca ou
nenhuma atividade leishmanicidada (KATIYAR et al., 1994, TRAVI e OSORIO, 1998).

Werbovetz e colaboradores (1999) realizaram a purificacdo de tubulina de leishmania e
observaram que vimblastina possue a capacidade de se ligar a tubulina do parasito. No
entanto, isto ndo ocorre com o uso da colchicina. Estes autores demonstraram que ndo ocorre
ligacdo entre colchicina e tubulina de leishmania. Nas formas amastigotas o taxol apresentou
o melhor efeito relacionado a inibi¢do do crescimento.

A trifluralina, um herbicida, e seus andlogos também apresentam a capacidade de se
ligar & tubulina. Vérios estudos foram realizados e demonstraram o seu efeito na diminuigéo
no crescimento e diferenciacdo de diferentes espécies de parasitos, entre elas, espécies de
Leishmania, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparum e Toxoplasma
gondii (CALLAHAN et al., 1996; CHAN e FONG, 1994; ESTEVES et al., 2010; revisado
por TRAUB-CSEKO et al., 2001).

1.9. Dihidropirimidinona e seus derivados

Nas ultimas décadas a classe das 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-onas ou -tionas (também
conhecidas como DHPMs) e seus derivados passaram a receber bastante atencdo devido a
suas diversas propriedades farmacolOgicas e terapéuticas, podendo se destacar suas
atividadades antiviral (KIM et al., 2012), antifingica (SINGH et al., 2008) antibacteriana
(RAJU et al., 2011), anti-hipertensiva (KAPPE, 2000), antimitética (KAAN et al., 2010),
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anticancerigena (RAJU et al., 2011; BLASCO et al., 2010; RAMOS et al., 2013), entre
outras.

As DHPMs sdo normalmente sintetizadas por uma reacdo multicomponente
(Multicomponent Reaction (MCR), do inglés) descoberta originalmente por Pietro Biginelli
em 1891 (BIGINELLI, 1891), em que a sintese classica compreende a rea¢do de condensagao
entre um aldeido (usualmente aromatico), um composto 1,3-dicarbonilico (normalmente
acetoacetato de etila), ureia (ou tioureia), e um catalisador.

Mesmo produzindo DHPMs por um método simples e direto, a reacdo de Biginelli
permaneceu inexplorada por anos (KAPPE, 1993). A demonstracdo das varias atividades
bioldgicas das DHPMs e seus derivados promoveu um crescente interesse na sintese destes
compostos através de modificacBes na reacdo de Biginelli (KAPPE, 2000). A partir disso,
varias propostas e metodologias foram testadas, baseadas em alteracdes nas condicdes da
reacao, diferentes catalisadores e variagdes nos componentes da reacdo (ALVIM et al., 2013;
NARADAJ et al., 2014,). Além da obtencdo de moléculas com potencial bioativo, mantendo-
se 0 nucleo DHPM e variando os substituintes (Figura 14), os diferentes protocolos utilizados
visam a obtencdo de reacGes mais rapidas, com melhor rendimento e menor formacgédo de
residuos (ALVIM et al., 2014; RAMOS et al., 2013).

0 R
H
R3 | NT
R2 Iil/gx
H

Figura 14. Férmula estrutural do ndcleo das dihidropirimidinonas. (RAMOS et al., 2013)

A descoberta do Monastrol (um derivado DHPM bioativo), a primeira pequena
molécula permeavel a célula contendo o ndcleo DHPM, aumentou siginificativamente o
interesse por esta classe de compostos e proporcionou o desenvolvimento de diversos
compostos com potencial atividade antitumoral, aléem da investigacdo de outras atividades
biologicas (MAYER et al., 1999; RAMOS et al., 2013). Entretanto, poucos estudos foram
feitos no sentido de determinacdo da atividade antiprotozoaria das DHPMs. Chiang e
colaboradores (2009) demostraram que nove compostos derivados de DHPMs, podem inibir a
replicacdo de Plasmodium falciparum em eritrocitos humanos. Finalmente, Singh e

colaboradores (2009) avaliaram o efeito leishmanicida in vitro e in vivo por via oral de um
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andlogo de DHPM, o 4-fluoro-fenil-6-metil-2-tioxo-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-5-etil-
carboxilato, e concluiram que a citotoxicidade observada contra Leishmania donovani é
desencadeada pela morte celular programada mediada pela perda da integridade da membrana

plasmatica.

2. JUSTIFICATIVA

A maioria dos farmacos antiprotozoarios existentes ja sao utilizados ha varias décadas. Apesar
de ter ocorrido avangos no conhecimento em relacdo a biologia dos parasitos, a resposta
imune do hospedeiro e aos mecanismos das patologias, ainda ndo ha agentes que apresentem
resultados satisfatdrios para tratar importantes infeccdes causadas por protozoarios; como a
tripanossomiase africana, a doencas de chagas e as leishmanioses. A toxicidade é um
problema comum a praticamente todos os antiprotozodrios mais potentes. Devido a
necessidade do uso de doses cada vez mais altas em decorréncia da crescente resisténcia dos
parasitos, 0 uso das poucas opcdes terapéuticas disponiveis estd em risco. Infelizmente,
grande parte dessas doencas atinge populacdes de baixa renda em paises em desenvolvimento
e, portanto ha pouco incentivo econémico para que a industria farmacéutica desenvolva novos
compostos antiparasitarios (BEATRIZ, 2012; MARGARET et al., 2012, revisado por
MICHELETTI e BEATRIZ, 2012; MORAN et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2013).

H&a véarios anos, 0s antimoniais pentavalentes sdo utilizados como farmacos de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses. No entanto, efeitos adversos,
administragdo parenteral, tratamentos ndo responsivos, regimes de tratamento com altas doses
por longos periodos e custos elevados dos esquemas de tratamento sdo fatores limitantes do
uso desta droga. Os farmacos utilizados como segunda escolha para o tratamento da
leishmaniose sdo a anfotericina B e a pentamidina, no entanto, estes compostos também
apresentam alta toxicidade sistémica produzindo varios efeitos adversos no paciente
(CHAKRAVARTY e SUNDAR, 2010; TIUMAN et al., 2011).

Nos ultimos anos, poucos foram os avancos obtidos para o tratamento das
leihmanioses. Como terapias mais recentemente desenvolvidas temos o uso da anfotericina B
em apresentacdo lipossomal (BERMAN et al., 1998; CROFT et al., 2006; MONDAL et al.,
2014) e o surgimento do primeiro medicamento de uso oral para o tratamento de
leishmaniose, a miltefosina (MOHEBALI et al., 2007; MONGE-MAILLO e LOPEZ-VELEZ,
2013). Neste contexto, diversos grupos em todo o mundo vém trabalhando para o
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desenvolvimento de novos compostos com propriedades leishmanicidas, seja através de
sintese orgénica ou pela prospec¢do de novas substancias naturais.

Além disso, o entendimento mais profundo da biologia do parasita contribui
constantemente para a identificacdo de possiveis novos alvos terapéuticos. Este conhecimento
também contribui para as inovacgdes das terapias ja existentes, com o surgimento de novas
combinagOes e apresentacdes. Devido ao arsenal terapéutico restrito para o tratamento das
leishmanioses e a falta de vacinas eficientes para prevenir esta doenga, o desenvolvimento de
novos compostos com atividade contra de forma eficiente, segura e de baixo custo é uma
prioridade e de papel estratégico para o Brasil (revisado por MICHELLITI e BEATRIZ,
2012). Assim, este trabalho visou a anélise da atividade do 5-etoxicarbonil-4-(2-hidroxifenil)-
6-metil-3,4-diidropirimidin-2(1H)-tiona (codificado neste trabalho como 4p) contra L. (L.)
amazonensis, um composto sintetizado e caracterizado pelo nosso grupo de pesquisa como

um potente inibidor da dindmica dos microtibulos em células de mamiferos (GUIDO, 2014).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

-Avaliar in vitro a acdo leishmanicida do composto 4p contra formas promastigotas e
amastigotas de L. (L.) amazonensis e determinar sua atividade na infecgdo experimental in
vitro.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar a citotoxicidade do composto 4p e sua influéncia sobre a curva de crescimento das

formas promastigotas de L. (L.) amazonensis;

- Obter formas amastigotas axénicas in vitro a partir de formas promastigotas da L. (L.)

amazonensis;

- Verificar a capacidade de diferenciacdo das formas amastigotas axénicas obtidas em formas

promastigotas;
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- Avaliar através da microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) as alteracBes morfoldgicas e ultraestruturais em formas promastigotas e

amastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com o composto 4p;

- Avaliar a citotoxicidade do composto 4p sobre macréfagos peritoneais;

- Avaliar qualitativamente por meio da microscopia confocal de varredura a LASER e
guantitativamente através da citometria de fluxo a atividade do composto 4p no pré-
tratamento e no pos-tratamento de macrdfagos peritoneias experimentalmente infectados com

L. (L.) amazonensis;

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e equipamentos

O composto 4p usado nos ensaios foi sintetizado e cedido pelo Laboratério de Quimica
Medicinal & Tecnoldgica (LaQuiMeT) da Universidade de Brasilia, coordenado pelo Prof.
Dr. Brenno Amaro da Silveira Neto. Schneider’s Insect Medium, M199, Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA); RPMI (Roswell Park Memorial Institute), soro fetal bovino (SFB), e
Sulfato de Geneticina (Geneticin®), GIBCO - Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA);
Sulfato de Gentamicina (Garamicina®), Schering-Plough. MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), Molecular Probes - Life Technologies (Carlsbad, CA,
EUA); DAPI (Dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindole), Invitrogen - Life Technologies
(Carlsbad, CA, EUA). DMSO da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Meio anti-
decaimento de fluorescéncia, ProLong Gold Antifade da Invitrogen - Life Technologies
(Carlsbad, CA, EUA). Panético Rapido - LB Laborclin (Parana, BR). Centrifuga 5424R -
Eppendorf (Hamburg, Germany). Centrifuga Heraeus, Megafuge 16 R - Thermo Scientific
(USA). Estufa incubadora para demanda bioquimica de oxigénio - BOD (FANEM, modelo
347CD). Microscopio Carl Zeiss Axio Vert. Al (Germany). Microscépio Axiophot, camera
Axiocam MRc - Zeiss (Germany). Microscopio Confocal de Varredura a LASER TCS SP5
Leica (Wetzlar, HE, Germany). Microscopio Eletrénico de Varredura Jeol® JSM 7001F e
Microscopio Eletronico de Transmisséo Jeol® 1011 (JEOL, Tokyo, Japdo). Spectramax M5
(Molecular Devices, LLC, EUA). Citdmetro de fluxo BD FACSVerse (BD Biosciences, Inc.).
Programa SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices, LLC, EUA); programa FlowJo v.5.2.7, (Tree
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Star, Inc.); programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc), programa Excel®
(Microsoft).

4.2. Cultivo dos parasitos

As espécie Leishmania Leishmania amazonensis [L. (L.) amazonensis] da cepa
MHOM/BR/PHS8 e Leishmania Leishmania amazonensis [L. (L.) amazonensis] GFP (Green
Fluorescent Protein) sdo mantidas sob criopreservacdo no laboratério de Microscopia
Eletrénica, Universidade de Brasilia (UnB). Para a descriopreservacdo, as formas
promastigotas foram transferidas para meio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle), mantidas por trés
dias e em seguida transferidas para o meio de cultivo Schneider’s Insect mantidas a 26 °C, até
que os parasitos atingissem novamente a fase log de crescimento.

As formas promastigotas da L. (L.) amazonensis MHOM/BR/PH8 foram cultivadas
em meio Schneider’s Insect completo (pH 7,4 e suplementado com 5% de soro fetal bovino-
SFB, e 0,2% de sulfato de gentamicina). A cepa L. (L.) amazonensis GFP foi mantida em
meio M199 completo (pH 7,4 e acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1 mg/mL sulfato de
geneticina). Para a manutengdo dos parasitos foram realizados passagens para meio novo a
cada 3 dias.

As formas amastigotas axénicas utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir da
diferenciacdo in vitro das formas promastigotas. Para isso, a L. (L.) amazonensis foi mantida
em meio Schneider’s Insect (pH 5,5), suplementado com 5% de SFB, 0,2% de sulfato de

gentamicina e mantidas a 32 °C.

4.3. Curva de crescimento

Para se estabelecer o perfil de crescimento e das espécies Leishmania (L.) amazonensis da
cepa MHOM/BR/PHS8 e L. (L.) amazonensis GFP, os parasitos foram semeados a partir de
cultura de células em fase estacionaria, em garrafa para cultivo celular (25 cm?) na
concentracéo inicial de 1x10° parasitos/mL. O dia da realizagdo do cultivo foi considerado o
primeiro dia da cultura, a partir desta data foram realizadas contagens diérias dos parasitos
por com auxilio da cAmara de Neubauer no microscopio Axio Vert. Al. Foi realizados 3
experimentos independentes e todas as contagens foram feitas em triplicata, e a viabilidade
celular foi determinada com a utilizagdo do método de exclusdo de Tripan (azul de Trypan

0,4%). Foram realizados trés experimentos independentes.
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Ap0s o estabelecimento do perfil de crescimento dos parasitos, as leishmanias foram
utilizadas na sua fase estacionaria de crescimento, que corresponde a uma cultura rica de

formas promastigotas metaciclicas, que séo as formas infectivas.

4.4. Animais
Foram utilizados nos ensaios camundongos machos da linhagem Swiss, ndo isogénicos, com
cerca de cinco meses de idade, fornecidos pela Profa. Dra. Selma Aparecida Souza
Kickelhaus, UnB. Os camundongos foram mantidos no alojamento de animais da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia, que possui infraestrutura adequada e supervisdo de
um médico veterinario responsavel. Os camundongos foram mantidos em gaiolas, em
temperatura ambiente sob controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h), alimentados
com ragdo prépria para a espécie e hidratacdo com agua potavel e fresca ad libitum.

O projeto de pesquisa desenvolvido nesse estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade sob o numero de
registro CEUA/UnB 137959/2013.

4.5. Sintese do 5-Etoxicarbonil-4-(2-hidroxifenil)-6-metil-3,4-diidropirimidin-2(1H)-
tiona

O composto 4p (Figura 15) é um derivado DHPM que foi sintetizado seguindo o
procedimento descrito Ramos e colaboradores (2013). A sintese foi desenvolvida e realizada
no Laboratério de Quimica Medicinal & Tecnoldgica (LaQuiMeT) da Universidade de
Brasilia, coordenado pelo Prof. Dr. Brenno Amaro da Silveira Neto, protegida pela patente
sob pedido de numero BR102012021717-1. A atividade bioldgica deste derivado foi
determinada pelo nosso grupo no Laboratério de Microscopia Eletronica (RAMOS et al.,
2013). O composto foi solubilizado em DMSO (dimetilsulféxido) para uma concentracdo
estoque de 100 mM, filtrado em membrana de nylon de 0,22 pm e armazenados a 4 °C até o

uso.

31



Figura 15. Formula estrutural do composto 4p (Cy4H16N»O3S, massa molar = 292,0882 g/mol).

4.6. Teste de avaliacdo da viabilidade das formas promastigotas L. (L.) amazonensis
tratadas com o composto 4p

A atividade do composto 4p sob a viabilidade de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
foi avaliada através do método colorimétrico MTT. Em uma placa de 96 pocos, foram feitas
diluicbes do composto em concentragdes decrescentes (100 uM a 0,78 uM) em meio de
cultivo liquido Schneider’s Insect completo, de forma que o volume final por poco ficasse em
100 pL. Nestes pocos foi colocado 1,0 x 10° promastigotas da L. (L.) amazonensis em fase
estacionaria de crescimento. As promastigotas incubadas apenas com o meio de Schneider
foram utilizadas como controle de células vidveis. Apos o periodo de 48 h de incubacdo das
promastigotas com a droga, foram adicionados 33 uLL de MTT (5 mg/mL) em cada poco, € a
placa foi incubada por 4 h em estufa a 26 °C, protegida da luz. Em cada pogo foi adicionado
50 pL de DMSO, a fim de solubilizar os cristais de formazan. A leitura de absorbancias foi
realizada no comprimento de onda 570 nm no equipamento Spectramax M5. As diluicdes
foram realizadas em triplicata e cada teste foi feito em trés experimentos independentes.

A 1Cso (concentracdo que inibe 50% do crescimento dos parasitas) foi determinada
apos 48 h de cultivo. Para tal, a porcentagem de células viaveis foi plotada contra a dose de
tratamento em escala logaritmica. O calculo do ICs, foi realizado utilizando-se o programa
Excel® (Microsoft).

4.6.1. Andlise da interferéncia do composto 4p na curva de crescimento das formas
promastigotas da L. (L.) amazonensis
Para analisar a interferénica que o composto 4p exerce sobre o crescimento das formas

promastigotas de L. (L) amazonensis, foram realizadas culturas com concentracéo de 1,0 x 10°
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promastigotas/mL. As promastigotas foram mantidas em meio Schneider’s Insect contendo
composto 4p na concentracdo de 50 UM, que corresponde a ICsy calculada. O controle
negativo foi feito com meio Schneider’s Insect completo utilizando o volume correspondente
de DMSO. O numero de parasitos foi determinado em cdmara de Neubauer, em intervalos de
24 h, por 8 dias consecutivos. A viabilidade celular foi determinada pelo método de excluséo
de Tripan (azul de Trypan 0,4%). Foram realizados 2 experimentos independentes, sendo que

cada contagem foi realizada em triplicata.

4.6.2. Andlise das alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais produzidas pelo composto
4p em promastigotas da L. (L.) amazonensis

As formas promastigotas foram coletadas a partir de uma cultura em fase estacionaria e
tratadas em placas de 6 pocos com 50 uM do composto 4p diluido em meio de cultura liquido
Schneider completo, a concentracdo final de parasitos foi ajustada para 1,0 x 10°
leishmanias/mL em cada pogo. Como controle negativo foi utilizado DMSO em meio de
cultura liquida Schneider’s Insect completo. As amostras foram coletadas para analise nos
tempos de 24, 48 e 72 h de tratamento e processadas para microscopia eletronica de varredura

(MEV) e microscopia eletronica de transmissdo (MET).

4.7. Teste do potencial leishmanicida do composto 4p sobre as formas amastigotas L. (L.)
amazonensis

4.7.1. Producdo de amastigotas axénicas

A cultura de amastigotas axénicas foi obtitida a partir de uma cultura em fase estacionéria
inicial de promastigotas de L. (L) amazonensis de modo que a concentracao final da cultura
fosse de 5,0 x 10° parasitos/mL. O cultivo foi feito em meio Schneider, pH 5,5 e
suplementado com 5% SFB, e mantidas a 32 °C, em estufa incubadora de demanda
bioquimica de oxigénio - BOD (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998; TEIXEIRA et al.,
2002). O quarto dia da cultura foi escolhido para ser analisado, uma vez que apresentava ja
apresentava grande quantidade leishmanias na forma amastigotas. Foi realizado microscopia

de luz e o processamento para 0 MEV.

4.7.2. Diferenciacéo das formas amastigotas axénicas em promastigotas
A capacidade das formas amastigotas axénicas procedentes da cultura obtida (item 4.7.1) em

se diferenciar novamente para formas promastigotas foi investigada. Amastigotas axénicas
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geradas pelo protocolo descrito no item 4.7.1 foram centrifugadas a 400 g por 5 min, e
colocadas em meio Schneider’s Insect, pH 7,4 e suplementado com 5% SFB e mantidas a 26
°C. Aliquotas desta cultura foram diluidas em Azul de Trypan a cada 24 h, com a finalidade
de observar a viabilidade celular, sendo que, o quarto dia de cultura foi escolhido para ser
processado para andlise na microscopia de luz e microscopia eletrdnica de varredura. No
quarto dia de cultura a maioria das células ja se encontravam na forma promastigota. O grupo
controle para este ensaio foi a utilizacdo de parasitos obtidos de uma cultura de L. (L.)

amazonensis que nao sofreu o processo de transformacao in vitro para a forma amastigota.

4.7.3. Andlise das alteraces morfolégicas e ultraestruturais induzidas pelo composto 4p
em amastigotas de L. (L.) amazonensis

O protocolo descrito no item 4.7.1 foi utilizado para obtencdo das formas amastigotas. Estas
formas amastigotas foram cultivadas em placa de seis pogos e no terceiro dia de cultivo foi
adicionado o composto 4p resultando em uma concentracdo de 50 uM. No controle negativo
foi adicionado DMSO, que € o diliuente do composto 4p. Os parasitos provenientes do grupos
experimentais controle e tratamento foram coletados nos tempos de 24, 48 e 72 h de cultivo, e
em seguida as amostras foram processadas rotineiramente para analise em microscopia

eletronica de varredura e microscopia eletronica de transmissao.

4.8. Analise por Microscopia de luz

As formas amastigotas foram tranformadas a partir de uma cultura de formas promastigotas.
Para microscopia de luz foi realizado um esfregaco direto das culturas em laminas de vidro e
a secagem foi realizada a temperatura ambiente. Em seguida as laminas foram coradas com
panotico rapido. A andlise morfoldgica foi feita em microscopio Axiophot (Zeiss) e as

imagens obtidas através da cAmera Axiocam MRc (Zeiss).

4.9. Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

Para microscopia eletrdnica de varredura, as formas promastigotas e amastigotas da L. (L.)
amazonensis foram centrifugadas 400 g por 5 min. O sobrenadante foi descartado, e em
seguida o material foi lavado por 2 vezes com PBS. Apo0s a retirada do sobrenadante, as
células foram fixadas por 24 h a 4 °C em glutaraldeido 2,5% preparado em tampé&o cacodilato
de sédio 0,1 M e pH 7,2. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e lavadas com tampéao
cacodilato de sodio 0,1 M e adicionadas em laminulas de vidro (18 x 18 mm) previamente
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recobertas com poli-L-lisina para adesdo dos parasitos. As amostras foram pos-fixadas em
solucdo (1:1) contendo 0,8% de ferricianeto de potéassio e 1% de tetroxido de 6smio por 30
min a temperatura ambiente e protegida da luz. Posteriormente, foi realizada desidratagdo em
série com acetona em concentracédes crescentes a 50%, 70%, 90%, e 100% (2 vezes), por 5
min cada etapa. As amostras forma secas pelo método do ponto critico, montadas em stubs,
metalizadas com platina e visualizadas em microscopio eletronico de varredura Jeol® JSM
7001F.

4.10. Anélise por Microscopia Eletronica de Transmissao

Formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis foram centrifugadas por 400 g
por 5 min. Em seguida, as células foram lavadas por duas vezes em PBS e fixadas em solucéo
contendo glutaraldeido 2,0 %, paraformaldeido 2%, 5 mM CacCl, e sacarose 3% em tampédo
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 a 4 °C por 24 h. As amostras foram centrifugadas e lavadas
2 vezes com cacodilato de sodio 0,1 M e pos-fixadas por 1 h em tetroxido de 6smio 1%,
ferricianeto de potassio 0,8% (1:1). A contrastacdo in block foi realizado com solucéo aquosa
de acetato de uranila 0,5%, 4 °C por 24 h, protegido da luz. As amostras foram submetidas a
desidratacdo em série de acetona em concentracdes crescentes a 50%, 70%, 90%, e 100%
(duas vezes), por 5 min cada etapa. Ap6s a desidratacdo as células foram lentamente
embebidas em resina Spurr’s diluidas em acetona 100% na seguinte propor¢do 1:2, 1:1, 2:1
(resina: acetona). Em seguida, o material foi colocado em resina pura 6 h e depois em formas
de silicone para polimerizacdo a 64 °C por 72 h. Cortes ultrafinos foram realizados no
ultramicrétomo (Leica®) e posteriormente contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. As amostras foram analisadas e as imagens adquiridas em Microscépio Eletrnico de

Transmissao Jeol® 1011 operando a 80 kV.

4.11. Obtencéo de macrofagos peritoneais

Camundongos Swiss machos (aproximadamente 5 meses de idade) foram submetidos a
eutanasia em camara de CO,. Ao cessar 0s movimentos cardiorespiratérios, foi realizado
assepsia da pele do animal com alcool 70%. Com auxilio de uma tesoura, foi realizada a
exposicdo do peritdneo e uma pequena abertura no mesmo. Foi adicionado 10 mL de PBS a 4
°C no espaco intraperitoneal com auxilio da pipeta de Pasteur. O peritdnio dos animais foi
gentilmente massageado e o PBS foi aspirado. O tampdo recuperado continha as células

imunes residentes do peritonio dos animais. Em seguida, o tampé&o recuperado contendo as
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células imunes foi centrifugado a 400 g por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI 1640 completo (suplementado com 10% soro fetal
bovino e 25 pug/mL de gentamicina). As células obtidas foram quantificadas na camara de

Neubauer e a viabilidade foi determinada com uso de azul Tripan (0,4%).

4.12. Anédlise de citotoxicidade em macrdfagos peritoneais tratados com o composto 4p

Em placas de 96 pocos, foram adicionados 4,0 x 10* macréfagos peritoneais por poco em
meio RPMI completo, com um volume final de 200 puL por pogo. Para adesdo celular as
células foram incubadas em estufa 37 °C, em atmosfera de 5% de CO, durante 24 h. Apoés este
periodo o sobrenadante foi removido e foi adicionado a cada po¢o 200 uL do composto 4p
diluido em meio de cultura RPMI completo, obtendo uma concentracdo final de 50 pM.
Como controle negativo foi utilizado macrofagos incubados apenas com o meio RPMI
completo com o diluente DMSO. Para o controle positivo foi utilizado com anfotericina B
(0,2 ng/mL). Foi analisado o efeito dos tratamentos nos tempos de 24, 48 e 72 h, sendo que a
cada 12 h o meio de cultura foi trocado mantendo-se a mesma concentracdo do composto.
Apdbs os tempos correspondentes, o sobrenadante foi substituido por uma solucdoc contendo
MTT diluido em RPM (15 puL de MTT (5mg/mL) com 135 puL de RPMI por pog¢o), cuja
incubacdo ocorreu por 4 h na estufa de cultivo. Apos este periodo, o sobrenadante foi
descartado e os sais de formazan formados foram diluidos com DMSO. A leitura da

absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 595 nm.

4.13. Ensaios in vitro com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis GFP

4.13.1. Analise do pré-tratamento dos macréfagos peritoneais e do tratamento apds
infeccdo de macrofagos peritoneais por formas promastigotas da L. (L.) amazonensis
GFP

Para microscopia de fluorescéncia, foram semeados 3,0 x 10° macr6fagos por pogo em placa
de 24 pocos e cada pocgo continha uma laminula redonda (13 mm) esteril para a adesdo dos
macréfagos. Para anélise por citometria de fluxo, foram semeados 7,0 x 10° macréfagos por
poco em placa de 6 pocos. As placas foram mantidas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO,
por 24 h para a adesdo das células. Todas as analises foram feitas a partir de trés experimentos
independentes. Em seguida foi feito o pré-tratamento (4.13.1.A) ou tratamento pés-infecgdo
(4.13.1.B) e as celulas foram processadas como descrito em 4.14 e 4.15. As analises de
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fluorescéncia foram realizadas através do microscopio confocal a LASER e as analises de
citometria de fluxo foram realizadas através do citdmetro de fluxo BD FACSVerse.

A) Pré-tratamento dos macréfagos peritoneais com composto 4p

As células foram pré-tratadas por 24 h com composto 4p (50 uM diluido em RPMI completo),
sendo que a cada 12 h o meio de cultura foi trocado mantendo-se a mesma concentracdo do
composto. O controle negativo foi feito com RPMI completo com o diluente DMSO. Como
controle positivo foi utilizado a anfotericina B (0,2 ug/mL). Apés este tempo o0 meio de
cultura foi retirado e os pogos foram lavados duas vezes com PBS a 37 °C para remogéo da
droga. As leishmanias foram diluidas em RPMI ou RPMI com composto 4p e adicionadas aos
pocos na proporcdo de 5:1 (leishmanias: célula) e foram incubadas por 4 h na estufa de
cultivo celular. Ap6s este periodo o pocos foram lavado por 2 vezes com PBS para a remogao
das leishmanias néo aderidas, e novamente foi adicionado RPMI completo ou RPMI completo
com composto 4p na concentracdo de 50 uM (totalizando 96 h de tratamento), sendo que o
meio de cultivo foi trocado a cada 12 h. As células foram mantidas na estufa de cultivo celular

por 72 h. Apds este periodo os po¢os foram lavados 3 vezes com PBS.

B) Tratamento de macroéfagos peritoneais com composto 4p apds infeccdo com L. (L.)
amazonensis GFP

As leishmanias foram adicionadas aos pocos na propor¢cdo de 5:1 (leishmanias: célula) e
foram incubadas por 4 h e mantidas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO,. Apos este tempo
0 meio de cultura foi retirado e os pogos foram lavados duas vezes com PBS a 37 °C para
remoc¢do das leishmanias que ndo foram aderidas. Ap6s 48 h da evolugdo da infeccdo as
células foram tratadas com composto 4p (50 uM). O tratamento teve duracdo de 48 h sendo
que a cada 12 h o meio de cultura contendo o composto na mesma concentracdo inicial foi
trocado. Como controle positivo foi feito com anfotericina B (0,2 pg/mL). O controle
negativo foi feito com RPMI completo com o diluente DMSO. Apds este periodo 0s pogos

foram lavados trés vezes com PBS.

37



4.14. Andlise qualitativa por meio da microscopia de fluorescéncia da interacéo L. (L.)
amazonensis GFP e macrdéfagos peritoneais

Para a andlise dos macrofagos infectados com Leishmanias GFP, as células foram fixadas em
formalina 3,7% por 15 min em temperatura ambiente, em seguida as células lavadas por 3
vezes em PBS. Para a visualizacdo do ndcleo, as células foram incubadas com DAPI em
concentracdo final de 300 nM. As laminas foram montada com laminulas e meio de
montagem anti-decaimento da fluorescéncia ProLong Gold Antifade. A andlise foi realizada

em microscépio confocal de Varredura a LASER Leica TCS SP5.

4.15. Analise quantitativa por citometria de fluxo da interacdo L. (L.) amazonensis GFP
e macrdéfagos peritoneais

Para a quantificacdo de macrofagos em cultura infectados com Leishmanias GFP as células
foram removidas por raspagem com auxilio do raspador de células e ressuspendidas em 1 mL
PBS e mantidas no gelo. Em seguida as amostras foram centrifugadas 300 g por 10 min, a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 300 uL de PBS. As
amostras foram analisadas no Citdmetro de fluxo BD FACSVerse com aquisicdo de 10.000

eventos.

4.16. Teste de Hemolise

O teste de hemolise revela a capacidade hemolitica do analito, neste caso o composto 4p. Para
isso, foi coletado em tubo de citrato sangue venoso humano de doadores saudaveis, tipo O
positivo. O composto 4p foi testado na concentracdo de 50 uM, diluido em PBS, e como
droga de referéncia foi utilizado anfotericina B, na concentra¢do 0,06 pg/mL diluida em PBS.
Para o controle negativo (0% hemdlise) foi utilizado DMSO diluido em PBS (0,5%) e como
controle positivo (100% hemolise) foi uma solucdo de triton-X diluido em &gua destilada
(2%). Adicionou-se em tubo falcon 0,1 ml da solug&o dos analitos ou do controle negativo
com 0,9 ml de sangue. Para o controle positivo foi adicionado 5 mL da solucdo de triton-X
(2%) com 0,9 mL de sangue. As amostras foram levadas ao vortex por 2-3 s. Em seguida,
foram incubadas a 37 °C durante 1 h. Em seguida, as amostras foram lavadas por 4 vezes com
PBS, para isso foi adicionado 5 mL de PBS (37 °C), centrifugadas por 5 min a 800 g a
temperatura de 25 °C. Para liberar a hemoglobina a partir das hemécias intactas foi
adicionado 4 ml de agua destilada, levadas ao vortex 2-3 segundos, e centrifugadas durante 5
min a 800 g. Apb6s a centrifugacdo, o sobrenadante obtido foi diluido, uma parte do
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sobrenadante em 4 partes de agua destilada em placa de 96 pocos. A absorbancia foi
determinada a 540 nm no equipamento Spectramax M5. Para o célculo da porcentagem de

hemolise a seguinte formula foi utilizada:

(absorbancia do teste — absorbancia do controle 0% hemolise)

% Hemdlise =
% Hemolise (absorbéncia do 100% hemolise — absorbancia do 0% hemolise)

Sendo que valores < 10% indicam que o composto é ndo-hemolitico e valores > 25%,
indicam atividade hemolitica (REED e YALKOWSDY et al, 1985 AMIN e
DANNENFELSER, 2006).

4.17. Andlises estatisticas

As analises dos dados foram realizadas utilizando o teste ANOVA “ One Way’ com poés-teste
Bonferroni e teste t de Student para dados ndo paramétricos e pareados. As analises
estatisticas foram feitas no Software GraphPad Prism. Valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

5. RESULTADOS

5.1. Determinacao da curva padrao de crescimento para L. (L.) amazonensis

A determinacdo de curva de crescimento é um passo essencial para a determinacdo da fase
infectante do parasito. Neste sentido foi estabelecida a curva de crescimento para L. (L.)
amanozensis e GFP. A curva de crescimento estabelecida para os parasitos apresentou perfil
tipico conforme amplamente descrito para L. (L.) amazonensis, o padrdo da curva de
crescimento mostra claramente as seguintes fases da proliferacdo celular: logaritmica, que
pode ser identificada entre os dias 1 a 4; estacionaria, que compreende o periodo do dia 5 ao
dia 7 e de declinio, que comeca a partir do dia 7. Similarmente, ambas as cepas testadas
alcancaram a fase estacionaria no periodo entre do dia 5 ao dia 7 de cultivo celular (Figura
16). A L. (L.) amazonensis selvagem apresentou um crescimento mais rapido L. (L.)

amazonensis GFP (Figura 16).
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Figura 16. Curva de crescimento das cepas L. (L.) amazonensis e L. (L.) amazonensis GFP. O eixo X representa
os dias de cultivo e o eixo Y o nimero de células (x 10°) para se obter o niimero exato de células em cultivo por
mL. Cada ponto representa a média + SEM da triplicata.

5.2. Teste da avaliagdo da viabilidade das formas promastigotas L. (L.) amazonensis
tratadas com o composto 4p e determinacéo do 1Cs

Foi avaliada pela técnica de MTT a viabilidade das formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis tratadas com o composto 4p. Os resultados obtidos pelo teste de viabilidade
celular posterior ao tratamento dos parasitos por 48 h foram utilizados para a determinacdo do
ICso para este composto. O composto 4p apresentou reducdo da viabilidade celular
estatisticamente significativa contra populagdes da L. (L.) amazonensis enriquecidas em
formas promastigotas metaciclicas, nas concentrages de 100 uM, 50 uM e 25 uM com
tratamento de 48 h (Figura 17). A partir desta andlise, foi calculado o ICsy que ficou
estabelecido como sendo de 50 uM nas condigdes testadas (Tabela 2).
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Figura 17. Teste de avaliagdo da viabilidade das formas promastigotas L. (L.) amazonensis tratadas com o
composto 4p. O gréfico mostra a média £ SEM de 3 experimentos independentes. Teste t pareado com **p <

0,01.

Tabela 2. Teste de avaliacdo da viabilidade das formas promastigotas L. (L.) amazonensis tratadas com o
composto 4p. ApGs incubagdo por 48 h com diferentes concentragdes (100uM a 0,78uM) do composto 4p o

valor do ICs, foi calculado. O resultado representa a média = SEM de trés experimentos independente.

Composto  1Cs (uM)
4p 50 + 2,25

5.3. O composto 4p apresenta atividade antiproliferativa sobre as formas promastigotas
de L. (L.) amazonensis

O efeito do composto 4p sobre as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foi
monitorado por 8 dias consecutivos. Na Figura 18, pode-se observar que a cultura de
promastigotas foi sensivel ao composto a partir do terceiro dia de tratamento, apresentando
resultados altamente significativos (p <0,001). Sendo que a partir do quinto dia, a proliferacdo
celular diminui aproximadamente 50%. Apesar do composto 4p ter interferido com a taxa de
proliferacdo celular, as formas promastigotas tratadas mantiveram o perfil da curva
semelhante a curva padrdo estabelecida para L. (L.) amazonensis. Na curva obtida com as
leishmanias submetidas ao tratamento pode ser observada uma fase logaritmica de
crescimento até o dia 4, fase estacionaria do dia 5 ao dia 7, e em seguida comeca a fase de

declinio.
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Figura 18. Curva de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com 4p. As formas
promastigotas foram tratadas com 50 uM do composto 4p e no controle negativo foi usado DMSO. Cada ponto

representa a média = SEM de dois experimentos independentes. ANOVA, pds-teste Bonferroni. *** p <0,001.

5.4. O composto 4p provoca alteracdes morfolégicas e ultraestruturais em formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis

Analises ultraestruturais através da microscopia eletronica de varredura de células tratadas
com ICso do composto 4p mostraram significativas alteracdes morfoldgicas nos parasitos.
Dentre as alteracbes observadas, destacamos a perda da forma alongada das células e
alteracdes drasticas observadas na membrana celular dos parasitas em relacdo ao controle nao
tratado. No tempo de 24 h, ndo foram observadas alteragcdes pronunciadas na morfologia das
promastigotas tratadas (Figura 19B e 19C). Ja no tempo de 48 h de tratamento foi observado o
enrugamento da superficie da membrana plasmatica das células e a perda do formato
alongado do corpo celular do parasita (seta azul) (Figura 19E e 19F). Foi observada no tempo
de 72 h de tratamento a perda a forma alongada do corpo celular das promastigotas (cabeca de
seta verde) e a presenca de flagelo deformado, com a extremidade achatada (seta vermelha)
(Figura 19H e 191).
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Controle Tratamento
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Figura 19. Alteragdes morfolégicas em promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com o composto 4p e
observadas através do MEV. (A) Promastigotas sem tratamento, controle 24 h. (B) Promastigotas tratadas por 24
h. (C) Detalhe da imagem B. (D) Promastigotas sem tratamento, controle 48 h. (E) Promastigotas tratadas por 48
h, notar alteracdo na forma e enrugamento do corpo celular (seta zul). (F) Detalhe da imagem E. (G)
Promastigotas sem tratamento, controle 72 h. (H) Promastigotas tratadas por 72 h, observar alteracdo no formato
do corpo celular (cabeca de seta verde) e alteracdo no flagelo (seta vermelha). (1) Detalhe da imagem H. Barra de

referéncia 1 um (A-1).

As formas promastigotas de L. (L) amazonensis foram tratadas por 24 h, 48 h, 72 h e
processadas para microscopia eletronica de transmissdo. A Figura 20 (A e C) mostra a
fotomicrografia da forma promastigota controle 24 h apresentando morfologia alongada,
citoplasma homogéneo e presenca de corpusculo lipidico. O ndcleo apresenta morfologia bem
preservada. Perfis normais da mitocondria também podem ser observados. O cinetoplasto,
regido da mitocéndria onde se concentra 0 DNA mitocondrial € encontrado na base da bolsa
flagelar onde o flagelo emerge. As promastigotas tratadas com 4p por 24h (Figura 20B e 20D)
apresentaram relevantes alteracGes ultraestruturais. O nicleo destes parasitos apresentou um
contorno extremamente irregular o que sugere uma reducdo no seu volume. A mitocondria
apresentou um grande aumento de volume (inchada) com as cristas mitocondriais totalmente

desorganizadas e em reduzido numero. Foi também observada, no interior da mitocondria, a
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presenca de estruturas circulares de membrana que sdo morfologicamente descritas como
figuras de mielina. Ocorreu ainda o acumulo de diversos vacuolos distribuidos por todas as

regides da célula.

CONTROLE TRATAMENTO

24h

24 h

Figura 20. AlteracBes ultraestruturais em promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas por 24 h com o
composto 4p e observadas através do MET. (A) Promastigota controle. Note a presenca de corpusculo lipidico
(asterisco), nucleo. (B) Promastigota tratada com 4p, nlcleo desorganizado e mebrana irregular. (C)
Promastigota controle. Observar o flagelo, cinetoplasto, mitocondria e nicleo. (D) Promastigota tratada. Note a
presenca de vactolos (seta preta). (K) Cinetoplasto, (M) mitocéndria, (N) nucleo. Barras: (A-C) 0,5 um, (D) 0,2

pm.

O controle 48 h mostra formas promastigotas alongadas com cinetoplasto evidente
(Figura 21A e 21C), bolsa flagelar com aspecto normal, citoplasma granuloso sem vacuolos e
a presenca de corpusculos lipidicos. O tratamento 48 h promoveu a eliminacdo de um grande
numero de parasitas, ficando apenas a estrutura de membrana e microtibulos subpeliculares
vazia (Figura 21B, ver as setas). Diversas outras células parecem apresentar a divisao celular
bastante comprometida com biparticdo imcompleta e citoplasma com grandes vacuolos
(Figura 21B). Outras formas promastigotas mostraram a mitocondria com alteragdes drasticas,
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grande aumento de volume e cinetoplasto organizado de forma extremamente atipica (no

formato da letra “V”’) 0 que sugere erro durante a sua duplicagao (Figura 21D).

CONTROLE (48h) TRATAMENTO (48h)

Figura 21. AlteracBes ultraestruturais em promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas por 48 h com o
composto 4p e observadas através de analises de MET. (A) Promastigota controle. Note o cinetoplasto, a bolsa
flagelar e o flagelo. (B) Promastigota tratada com 4p. Observa-se no citoplasma espagos vazios e restos
celulares. Nota-se também a delimitagdo da membrana plasmatica (ver as setas). (C) Promastigota controle. Note

a bolsa flagelar e os corspusculos lipidicos. (D) Promastigota tratada. Note o cinetoplasto alterado e a

mitocondria inchada. (BF) bolsa flagelar, (F) flagelo, (K) cinetoplasto, (M) mitocéndrias. Barras: (A-D) 1 pm.

Na Figura 22A e 22C se visualiza a fotomicrografia da forma promastigota controle
(72 h) apresentando morfologia alongada, nucleo integro, citoplasma granulado e homogéneo.
O tratamento apds 72 h levou a uma acentuada reducdo do nimero de parasitos levando ao
surgimento de formas promastigotas contendo apenas a membrana plasmética associada ao
microtubulos subpeliculares com o a regido do citoplasma totalmente esvaziado (Figura 22B).
As demais células apresentaram grandes vacutolos distribuidos pelo seu citoplasma. Notou-se

que nestes vacuolos elementos granulares foram constantemente observados (Figura 22D).

45



Todas as alteragdes morfologicas e ultraestruturais observadas sdo compativeis com a perda
da viabilidade e morte celular do parasito (ver Figuras 20, 21 e 22).

CONTROLE (72h) TRATAMENTO (72h)

Figura 22. AlteracBes ultraestruturais em promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas por 72 h com o
composto 4p e observadas através de analises de MET. (A) Promastigota controle. Nota-se o nicleo preservado.
(B) Promastigota tratada com 4p. Nota-se citoplasma com espacos vazios e restos de membrana. Observa-se
também a delimitacdo da membrana plasmética (ver as setas). (C) Promastigota controle. Nota-se uma

morfologia alongada preservada. (D) Promastigota tratada. Nota-se constantemente a presenca de vactolos com

material granular no seu interior (seta preta). (M) mitocéndria. Barras: (A, C, D) 0,5 um, (B) 1 um.

5.5. Conversao in vitro de formas promastigotas para formas amastigotas

As formas amastigotas obtidas pelo processo de diferenciacdo in vitro foram analisadas
quanto a sua morfologia através da microscopia eletronica de varredura (Figura 23). Os
parasitos obtidos apresentaram morfologia ovalada, arredondada, e auséncia de flagelo livre
(Figura 23B).
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Figura 23. Obtencéo de formas amastigotas axénicas. A cultura de amastigotas axénicas foi obtida & partir de
uma cultura em fase estacionaria inicial de promastigotas de L. (L) amazonensis observadas na microscopia de
luz. (A) Forma promastigotas. (B) Forma amastigota no dia 4 de cultura e sem flagelo exteriorizado. Barra de

referéncia: 20 um (A) e 5 pm (B).

As formas amastigotas obtidas pelo processo de diferenciacdo in vitro foram
analisadas quanto a sua morfologia através de observacdo em microscopia eletrnica de
varredura (Figura 24A). Os parasitos obtidos apresentaram morfologia ovalada (ver a cabeca
de seta verde), arredondada (ver a cabeca de seta azul), e auséncia de flagelo livre, sendo esta
a principal caracteristica morfoldgica que distingue amastigotas de promastigotas. Entretanto,
no dia 4 de cultura das formas amastigotas axénicas ainda € encontrado leishmanias com flagelo

livre (ver a seta vermelha).
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Figura 24. Producédo de formas amastigotas axénicas. A cultura de amastigotas axénicas foi obtida a partir de
uma cultura em fase estacionéria inicial de promastigotas de L. (L) amazonensis, observadas no MEV. (A)
Forma promastigotas; (B) Forma amastigota no dia 4 de cultura, amastigotas sem flagelo exteriorizado (seta
preta) com forma arredonda (cabeca de seta azul), ovalada (cabeca de seta verde) observar a presenga de

leishmania com flagelo exteriorizado (seta vermelha). Barra de referéncia 1 um (A, B).

5.6. As formas amastigotas diferenciadas in vitro conservaram a capacidade de retornar
a forma promastigota

Amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis produzidas foram capazes de reverter sua forma
para a forma promastigota, de forma dependente a modificages nas condi¢es de cultivo

celular. A Figura 25 mostra parasitos no dia 4 da cultura.
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Figura 25. Reversdo da forma amastigota de L. (L.) amazonensis para forma promastigota in vitro observadas

através da microscépia de luz. Amastigotas axénicas de L. amazonensis tranferidas para o meio de cultivos
Schneider’s Insect, pH 7,4 e mantidas a 26 °C. (A) Amastigotas axénicas. (B) Promastigotas obtidas por
conversdo da forma amastigota. (C) Promastigotas que ndo sofreram processo de transformacdo para amastigota

axénica. Barra de referéncia 5 pm (A), 20 um (B e C).

Amastigotas axénicas de L. (L.) amazonensis produzidas foram capazes de reverter
para a forma promastigota, de forma dependente a modificacdes nas condi¢bes de cultivo
celular. No dia 4 da cultura no processo de transformacdo, a maioria da cultura estava
constituida de formas promastigotas. No entanto, mesmo neste periodo, algumas formas
amastigotas ainda puderam ser encontradas (ver seta azul) (Figura 26B). A morfologia das
formas promastigotas que foram obtidas do processo de transformacao ciclica foi tipica. Estas
células apresentaram corpo celular alongado (seta verde) e flagelo exteriorizado (seta
vermelhas), estruturalmente semelhante as formas promastigotas que ndo sofreram o processo

de diferenciacdo (Figura 26C).
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Figura 26. Reversdo da forma amastigota de L. (L.) amazonensis para forma promastigota in vitro. Amastigotas
axénicas de L. amazonensis tranferidas para o meio de cultivos Schneider’s Insect, pH 7,4 e mantidas a 26 °C.
(A) Amastigotas axénicas. (B) Promastigotas obtidas por converséo da forma amastigota. Observa-se a presenca
de flagelo longo (ver a seta vermelha), corpo celular alongado (ver seta verde), presenga de formas amastigotas (
ver as setas azuis). (C) Promastigotas que ndo sofreram processo de transformagdo para amastigota axénica.

Barra de referéncia 1 um para (A), (B) e (C).

5.7. O composto 4p provoca significativas alteracfes morfologicas e ultraestruturais em
formas amastigotas de L. (L.) amazonensis

A MEV permitiu observar as alteracfes nas formas amastigotas de L. (L.) amazonensis
tratadas com o composto 4p. No tempo de 24 h de tratamento foi observada a presenca de
elevacdes, formacdo de bolhas na membrana (Figura 27B e 27C - ver as setas verdes) no
corpo celular das formas amastigotas. Apds 48 h de tratamento foi notada a existéncia de
amastigotas com corpo celular deformado quando comparadas com o controle ndo tratado
apresentando um volume ou muito aumentado ou extremamente reduzido (Figura 27, E e F
seta azul). No tempo de 72 h de tratamento foi observado majoritariamente amastigotas com
um anormal alargamento da bolsa flagelar e alteracbes na membrana celular (Figura 27H e
271).
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Figura 27. Alteragdes morfoldgicas em amastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com o composto 4p
observadas por MEV. (A) Amastigotas sem tratamento com um controle de 24 h. (B) Amastigotas tratadas por
24 h com 4p. Observa-se a presenca de bolhas na membrana (ver a seta verde). (C) Detalhe da imagem de (B).
(D) Amastigotas sem tratamento com um controle de 48 h. (E) Amastigotas tratadas por 48 h com 4p. Observa-
se alteracdo na forma do corpo celular (ver a seta azul). (F) Detalhe da imagem (E). (G) Amastigotas sem
tratamento com controle de 72 h. (H) Amastigotas tratadas por 72 h com 4p. Nota-se a presenca de alterages na

membrana (ver as setas vermelhas). (1) Detalhe da imagem (H). Barra de referéncia 1 um (A-1).

Com o intuito de verificar as possiveis alteracbes morfoldgicas e ultraestruturais
intracelulares devido ao alvo de acdo do composto 4p, as formas amastigotas de L. (L)
amazonensis foram tratadas por 24 h, 48 h, 72 h e processadas para microscopia eletrénica de
transmissdo. A Figura 28A e 28C mostra a fotomicrografia da forma amastigota com controle
de 24 h apresentando um nucleo bem delimitado além do citoplasma granuloso e homogéneo.
O tratamento das formas amastigotas com 4p, no mesmo periodo, promoveu a completa
desorganizacdo do corpo celular, os parasitas apresentam-se totalmente disformes, com
aspecto morfdlogico ndo mais correspondente com as formas amastigotas (Figura 28B e 28D -
ver as setas). Além deste aspecto anormal, o citplasma das células contém grandes vacuolos e

inclusdes eletrondensas.
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Figura 28. Alteragdes ultraestruturais em amastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas por 24 h com o composto
4p e observadas através do MET. (A) Amastigota controle. Observa-se 0 nicleo e a integridade da membrana
plasmatica. (B) Amastigota tratada com 4p com aspectos disformes. (C) Amastigota controle. (D) Amastigota
tratada com 4p. Observa-se uma membrana irregular (ver as setas). (BF) Bolsa flagelar, (F) flagelo, (N) ndcleo.
Barras: (A) e (C) 0,2 um; (B) e (D) 0,5 pm.

A analise do controle negativo das formas amastigotas para o tempo de 48 h (Figura
29A e 29C) mostrou células com nucleo integro e bem definido, citoplasma granular e
homogéneo, presenga de corpusculos lipidicos e cinetoplasto altamente preservado. Foi
possivel ainda encontrar formas amastigotas em processo final de divisdao celular, contendo
dois ndcleos (Figura 29C). O tratamento das células neste periodo promoveu uma extensiva

vacuolizagdo no citoplasma das formas amastigotas, no quais é possivel identificar no seu
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interior restos de membrana formando figuras de mielina (Figura 29B e 29C - ver as setas).

CONTROLE (48h) TRATAMENTO (48h)

Figura 29. Alteragdes ultraestruturais em amastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas por 48 h com o composto
4p e observadas através de analises de MET. (A) Amastigota controle. Nota-se o ndcleo, cinetoplasto, flagelo e
corpusculos lipidicos eletrodensos. (B) Amastigota tratada com 4p com presenca de vactolos (ver as setas). (C)
Amastigota controle com células em processo de divisdo e observa-se dois ndcleos. (D) Amastigota tratada com
4p com vacuolos (ver a seta preta). (F) flagelo, (K) cinetoplasto, (N) nucleo. Barras: (A) e (C) 0,2 um; (B) e (D)
0,5 um.

No tempo de 72 h o controle negativo apresentou formas amastigotas (Figura 30A e
30B) com membrana bem delimitada, citoplasma granular e homogéneo, nicleo bem
delimitado e cinetoplasto preservado. O tratamento das formas amastigotas no mesmo periodo
promoveu a formacdo de grandes vacutolos (ver a seta preta) no citoplasma das células. Foram
encontradas grandes protrusdes da membrana plasmatica contendo vaculos no seu interior que
se projetam para fora do contorno da célula (Figura 30B - ver a seta azul). Estas protruses
sdo compativeis com a formacéo das elevagGes (bolhas) na membrana plasmatica observadas
por MEV (Figura 27B - ver a seta verde). Ocorreu também uma intensa redugdo no nimero de

parasitas estruturalmente preservados com a presenca de diversas formas amastigotas
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contendo somente a delimitacio da membrana plasmética com o0s microtibulos
subpeliculares, com o citoplasma vazio contendo alguns restos de organelas (Figura 30D - ver

a seta vermelha).

CONTROLE (72h) TRATAMENTO (72h)

Figura 30. Alteragdes ultraestruturais em amastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas por 72 h com 0 composto
4p e observadas através de analises de MET. (A) Amastigota controle, observar o nicleo e a integridade da
membrana plasmatica. (B) Amastigota tratada com 4p na presenca de vacutolos (ver a seta preta). Observa-se
projecdo da membrana semelhante a uma bolha (ver a seta azul). (C) Amastigota controle. Nota-se a presenga de
nlcleo e cinetoplasto. (D) Amastigota tratada com 4p. Obsera-se o citoplasma com espagos vazios e restos
celulares além da delimitagdo da membrana plasmatica com os microtdbulos subpeliculares (ver a seta
vermelha). (K) cinetoplasto, (N) nucleo. Barras: (A), (B), (C) e (D) 0,2 um.

5.8. O composto 4p apresentou citotoxicidade semelhante a anfotericina B sobre
macrofagos peritoneais

O tratamento dos macrofagos peritoneais com o composto 4p por 24 h, 48 h e 72 h
promoveu uma reducéo significativa na viabilidade, porém semelhante a anfotericina B,

sendo mais acentuada no tempo de 72 h (Figura 31).
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Figura 31. Curva tempo dependente dos macrofagos peritoneais tratados. Os macréfagos foram tratados por um
periodo de 24 h, 48 h e 72 h com o0 4p (50 uM) ou anfotericina B (0,2 ug/mL) e o controle negativo foi feito com

o0 diluente do DMSO. Cada ponto possui média + SD das triplicatas. *p < 0,05 significante pelo teste t pareado.

5. 9. O pré-tratamento dos macréfagos com o composto 4p diminui a infeccdo produzida
por L. (L.) amazonensis GFP
Os macréfagos peritoneais receberam pré-tratamento a cada 12 h por 24 h com o composto
4p (50 uM) ou com anfotericina B (0,2 ug/mL). Em seguida os macrofagos foram infectados
com L. (L.) amazonensis GFP e a evolucdo da infeccdo foi seguida até 72 h, sendo que em um
grupo foi mantido o tratamento com 4p poés-infeccdo. A avaliagdo quantitativa da interferéncia
do pré-tratamento com 4p em macrdfagos peritoneais foi realizada por citometria de fluxo
utilizando como parametro a média de intensidade de fluorescéncia (MIF, Figura 32) e analise
qualitativa da infeccéo foi feita por microscopia confocal de varredura a LASER (Figura 33).
A analise dos dados indica que o pré-tratamento reduziu significativamente (p <
0,001) a quantidade de amastigota presente nos macréfagos. O grupo que recebeu o
tratamento pré e pos-infeccdo, totalizando 96 h de tratamento, também apresentou uma
reducdo altamente significativa da quantidade de parasitos internalizados nos macréfagos (p <
0,001), quando comparado ao grupo que ndo recebeu tratamento. A anfotericina B, usada
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como controle positivo levou a uma reducdo significativa na taxa de infecgéo, entretanto este

efeito (p < 0,05) foi menos pronunciado que o apresentado pelo composto 4p (p < 0,001)
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Figura 32. Pré-tratamento dos macr6fagos peritoneais com o composto 4p diminui a infeccdo por L. (L.)
amazonensis GFP. Os macréfagos receberam o pré-tratamento com 4p ou anfotericina B a cada 12 h por 24 h,
sendo que em um grupo foi mantido o tratamento com 4p pos-infeccdo por 96 h. (A) Histograma representativo
dos tratamentos comparado ao controle com DMSO (cinza), sendo representativo de trés experimentos
independentes. (B) Os valores representam a média + SEM de 3 experimentos independentes. *p < 0,05 e ***p <

0, 001 pelo teste t ndo-paramétrico.

As anélises por microscopia confocal de varredura a LASER das amostras tratadas e
controles corroboram com os dados obtidos pela citometria de fluxo. Pode-se observar uma
reducdo consideravel na quantidade de amastigotas presentes nos macrofagos infectados
quando estas celulas receberam o tratamento com o 4p (Figura 33K e 33L) quando comparado
ao grupo controle ndo tratado (Figura 33G e 33H). De forma promissora os resultados obtidos
com 24 h de tratamento com o composto 4p foram melhores do que aqueles obtidos com a
Anfotericina B conforme pode ser observado nas imagens S e T. As imagens de contraste de
(Figura 33A, 33E, 33I, 33M e 33Q) mostram a morfologia normal das células hospedeiras do
parasito. E oportuno salientar que as células tratadas com Anfotericina B em todos os ensaios
apresentaram a morfologia mais alterada em relagéo ao controle. Nestas amostras vemos que
as células hospedeiras estdo com aspecto arredondando, sem os pontos de adesdo focais
(cabeca de setas pretas) caracteristicos do processo de adesdo celular ao substrato e que séo

encontrados tanto nas células normais quanto nas células tratadas com o composto 4p.
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Figura 33. Pré-tratamento dos macréfagos peritoneais com o composto 4p diminui a infeccdo por L. (L.)
amazonensis GFP. Macro6fagos foram tratados a cada 12 h durante 24 h com composto 4p ou anfotericina B
(controle positivo) ou ndo receberam nenhum tratamento (controle negativo), sendo que um grupo foi mantido o
tratamento com 4p poés-infecgdo. (A)-(D) representam o controle de autofluorescéncia com os macréfagos
peritoneais de camundongo. (E)-(H) mostram células infectadas com a L. (L.) amazonensis GFP sem nenhum
tratamento. (1)-(L) representam células pré-tratadas com 4p e infectadas com L. (L.) amazonensis GFP. (M)-(P)
destacam células que receberam o tratamento pré e pos-infeccdo com 4p. (Q)-(T) referem-se as células pré-
tratadas com anfotericina B e infectadas L. (L.) amazonensis GFP. O nucleo das células foi corado com DAPI
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(azul). As andlises foram feitas em microscopio confocal de varredura a LASER e mostra a presenga de poucas
L. (L.) amazonensis GFP (verde) apds os tratamentos (setas). As imagens de contraste de fase (A), (E), (1), (M) e

(Q) mostram os aspectos normais da morfologia das células hospedeiras. Barra de referéncia 25 pum.

5.10. O composto 4p possui atividade leishmanicida no tratamento apos infeccdo de
macrdfagos com promastigotas de L. (L.) amazonensis GFP

Os macrofagos peritoneais foram infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis GFP e
apos 48 h da evolugdo da infeccdo receberam tratamento a cada 12 h por 48 h e com o
composto 4p (50 uM) ou com a anfotericina B (0,2 ug/mL). A avaliacdo quantitativa da
interferéncia do pds-tratamento em macrdéfagos peritoneais infectados foi realizada por
citometria de fluxo utilizando como parametro a MIF (Figura 34). A anéalise qualitativa do
tratamento foi feito por microscopia confocal de varredura a LASER. O tratamento com o
composto 4p dos macrofagos infectados levou a uma reducdo significativa na quantidade de
amastigotas presentes nos macrofagos (p <0,01). Esta reducdo também foi acentuada em

relagdo ao efeito observado no tratamento com a Anfotericina B (Figura 34).
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Figura 34. O composto 4p possui atividade leishmanicida no tratamento de macrdéfagos infectados com
promastigotas de L. (L.) amazonensis GFP. Macro6fagos foram infectados com L. (L.) amazonensis GFP, apds 48
h de evolucdo da infecgdo foram tratados com composto 4p ou anfotericina B (controle positivo) ou néo
receberam nenhum tratamento (controle negativo). (A) Histograma representativo dos tratamentos comparados
ao controle ndo tratado (cinza). (B) Os valores representam a média + SEM de 3 experimentos independentes.
**p < 0,01 pelo teste t ndo-paramétrico.

A analise por microscopia confocal das amostras tratadas e controles corroboram com
os dados obtidos pela citometria de fluxo. Figura 35A-D registra o controle de
autofluorescéncia, ou seja, macrdfagos peritoneais ndo apresentaram fluorescéncia endégena
que pudesse interferir com os resultados. Pode-se observar uma reducdo consideravel na
guantidade de amastigotas presentes nos macrofagos que receberam o tratamento com 4p
(Figura 35K e 35L) quando comparado ao grupo controle (Figura 35G e 35H). O grupo
tratado com anfotericina B também apresentou reducdo na quantidade de parasitas, no
entanto, esta reducdo se mostrou inferior aquela observada no tratamento com o composto 4p.
Nestas amostras tratadas com anfotericina B, neste esquema de tratamento, também
observamos que as células hospedeiras estdo com aspecto arredondando, sem 0s pontos de
adesdo focais (setas) caracteristicos do processo de adesdo celular ao substrato e que sdo

encontrados tanto nas células normais quanto nas células tratadas com o composto 4p.
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Figura 35. O composto 4p possui atividade leishmanicida no tratamento de macréfagos infectados com
promastigotas de L. (L.) amazonensis GFP. Os macréfagos foram infectados com L. (L.) amazonensis GFP e
apos 48 h da evolucédo da infecgdo foram tratados a cada 12 h durante 48 h com composto 4p ou anfotericina B
(controle positivo) ou com DMSO (controle negativo). (A)-(D) Referem-se ao controle de autofluorescéncia com
0s macréfagos peritoneais de camundongo. (E)-(H) representam células infectadas com a L. (L.) amazonensis
GFP sem nenhum tratamento. (I)-(L) mostram células tratadas com 4p apds infeccdo com L. (L.) amazonensis
GFP. (M)-(P) representam células tratadas com anfotericina B ap6s infecgcdo coms L. (L.) amazonensis GFP. O
nlcleo das células foi corado com DAPI (azul). As analises foram feitas em microscopio confocal de varredura a
LASER e mostra a presenca de poucas L. (L.) amazonensis GFP (verde) apds os tratamentos (ver as setas
vermelhas). As imagens de contraste de fase (A), (E), (1), (M) e (Q) mostram os aspectos normais da morfologia

das células hospedeiras. Barra de referéncia 25 pm.
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5.11. O composto 4p ndo apresenta atividade hemolitica

O padrdo hemolitico foi determinado baseado em Reed e Yalkowsdy et al. (1985) e Amin e
Dannenfelser (2006), que estabeleceram o0s seguintes padrdes de hemolise: valores de
hemolise < 10% séo considerado ndo-hemolitico enquanto valores > 25% sdo considerados
hemolitica Os valores de hemdlise encontrados com o teste para 0 composto 4p foram de
3,22% e anfotericina B no mesmo teste foi de 5,47% (Figura 36). No entanto, ambos os
compostos apresentaram resultados inferiores a 10% de hemolise, 0 que caracteriza a
atividade ndo hemolitica desses compostos. Eentretanto, 0 composto 4p apresentou menor

porcentagem de hemdlise.
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Figura 36. Deteccio de hemolise em eritrocitos humanos (O*) por método in vitro. Eritrdcitos humanos foram
incubados com o composto 4 p (concentracdo final de 50 uM/mL) ou com anfotericina B (concentracdo final de
0,2 pg/mL), ou com DMSO (0% de hemolise), ou com agua destilada e triton-X (100% hemdlise) por 1 h a 37
°C. Valores de hemolise < 10% (linha pontilhada) sdo considerados nao-hemolitico enquanto valores > 25%

(linha tracejada) de hemdlise sdo indicativos de atividade hemolitica. Cada ponto possui média + SD das

triplicatas.
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6. DISCUSSAO

Leishmanias sdo protozoarios com um ciclo de vida complexo o qual envolve véarias formas
de desenvolvimento. As principais formas que podem ser distinguidas no cultivo in vitro séo
promastigota pro-ciclica e promastigota metaciclica. A proliferacdo dos parasitos envolve
uma fase log, em que se encontra a forma multiplicativa, mas nédo infectiva aos mamiferos,
denominada proé-ciclica. Nessa fase, estes parasitos sdo arredondadas e possuem baixa
motilidade. A fase estacionaria corresponde a fase onde se encontram as formas infectantes
para o hospedeiro mamifero, pois as promastigotas metaciclicas se encontram em grande
guantidade, e sdo caracterizadas por presentarem baixa taxa de divisdo celular.
Morfologicamente, estas formas sdao mais afiladas apresentam flagelo relativamente longo e
sdo extremamente moveis (BESTEIRO et al., 2007; GOSSAGE et al., 2003). Os estudos com
leishmanias envolvem a realizacdo da curva de crescimento que é de extrema importancia
uma vez que permite definir os intervalos em dias nos quais existe uma maior probabilidade
de se encontrar as diferentes formas da leishmania na cultura que poderdo ser empregadas nos
experimentos. Observou-se que o crescimento de L. (L.) amazonensis (Figura 16) apresentou
perfil e densidade de parasitos semelhante a outras curvas descritas por diferentes autores
(CAMPOS, 2008; INACIO et al., 2012; PASSOS, 2004) com fase logaritmica de crescimento
até dia 4 de cultivo e densidade méaxima de 4,2 x 10’ parasitos/mL (dia 6). De forma
semelhante, a curva de L. (L.) amazonensis GFP (Figura 16) apresentou o perfil tipico da
curva de crescimento, conservando os mesmos intervalos para as fases de desenvolvimento in
vitro das leishmanias selvagens. A diferenca observada foi na densidade obtida parasitos para
todos os intervalos, ficando o seu méximo em 2,3 x 10’ (dia 6), o que representa uma reducéo
absoluta da ordem de 45,23%. No entanto, nossos dados estdo de acordo com os resultados
descritos por Rocha e colaboradores (2009) para leishmanias apresentando o mesmo tipo de
transfeccdo. Desta forma pudemos estabelecer com confianca que o sexto dia de cultivo para
realizacdo dos estudos in vitro seria o0 dia em que a populacdo de leishmanias esta mais
enriquecida em formas metaciclicas.

A acdo leishmanicida do composto 4p sobre as formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis foi investigada pelo ensaio colorimétrico MTT, que avalia indiretamente a
viabilidade celular. Baseia-se na capacidade dos parasitos vidveis reduzirem o sal de
tetrazolico a cristais de formazan, por acdo de enzimas mitocondriais ou citoplasmaticas, 0s
quais podem ser solubilizados com DMSO, gerando uma coloragdo puarpura, que pode ser

mensurada por espectrofotometria (DUTTA et al., 2005). As formas promastigotas de L. (L.)
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amazonensis tratadas por 48 h com o composto 4p, demonstraram ser sensiveis ao tratamento,
uma vez que foi observada uma reducdo na viabilidade dos parasitas de 66,34%, 43,53%,
45,51% (Figura 17) em relacdo ao controle para as concentracdes de 100 uM, 50 uM, 25 uM,
respectivamente. Como esta metodologia se baseia na medicdo indireta da atividade
mitocondrial, este resultado, como comprovado posteriormente por microscopia eletronica de
transmissdo, mostrou morfologia alterada desta organela nos parasitos tratados. Este ensaio
foi utilizado ainda para a determinacdo da concentracdo inibitoria de 50% dos parasitos, que
para as condicdes experimentais utilizadas foi de 50 pM.

Um critério importante na prospecc¢do de novos farmacos (independente de sua acdo) é
que eles nao sejam toxicos as células normais de mamiferos. Para determinar a seletividade do
composto 4p, o mesmo foi testado em macrofagos peritoneais de camundongo. Para esta
analise também foi utilizado o método de viabilidade celular, MTT. Os macréfagos
peritoneais foram incubados com o composto 4p (50 uM) ou com anfotericina B (0,2 pug/mL)
e 0 meio de cultura foi trocado a cada 12 h. O composto 4p promoveu citotoxicidade
semelhante a anfotericina B sobre os macrofagos peritoneais. Foi observada uma reducdo na
viabilidade celular altamente compativel com o que também se observou com o uso da
anfotericina B (Figura 31). De forma similar, Ramos e colaboradores (2013) avaliaram o
efeito citotoxico do 4p nas concentracdo de 50 uM, 100 uM e 500 uM nos tempos de 24 h, 48
h e 72 h sobre fibroblastos de polpa dentaria humana e observaram que ndo ocorreu prejuizos
consideraveis na viabilidade destas células. Guido e colaboradores (2014) consideraram a
concentracdo de 400 uM do composto 4p como a concentragcdo maxima ndo citotoxica para
células normais (fibroblasto) em tratamento por periodo de até 72 h. A concentracdo com
atividade leishmanicida estabelecida por nos foi bem menor que a proposta por Guido e
colaboradores (2014) como concentracdo maxima ndo citotoxica para célula normal. Por
outro lado, Cherdn e colaboradores (2003) incubaram macréfagos J774 com 100 uM de
anfotericina B por 4 h, e observaram uma reducdo de 85% na viabilidade celular. Sesana e
colaboradores (2011) trataram macrdofagos peritoneais de camundongos Swiss por 72 h com
anfotericina B nas concentragdes de 0,62 pg/mL e 1,25 pg/mL e ndo observaram redug@o na
viabilidade com a menor concentragcdo. No entanto a concentragdo de 1,25 pg/mL levou a
reducdo da viabilidade de 30% das células testadas.

Nossos resultados indicam que a reducdo no numero de promastigotas tratadas quando
comparadas ao controle passa a ser altamente significativa (p < 0,001) a partir do terceiro dia
da cultura e manteve-se altamente significativa até o oitavo dia (Figura 18). No dia 5 do
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cultivo celular foi observado o pico de diminuicdo na proliferacéo celular, aproximadamente
50% de reducdo em relagéo ao controle.

O relato do cultivo in vitro de formas amastigotas axénicas das espécies L. (L.)
amazonensis é encontrado em diversos trabalhos como uma forma alternativa de se obter estas
formas para experimentagdo. Hodgkinson e colaboradores (1996) descreveram o cultivo e a
caracterizacdo de amastigotas axénicos de L. (L.) amazonensis realizando variagdes do pH e
temperatura, obtendo cultivo 6timo em pH 4,6 e a temperatura de 32 °C. Estas variacoes,
incluindo o tempo de manutencéo in vitro, vem sendo amplamente utilizadas para induzir a
conversdo das formas promastigotas em formas amastigotas, aplicadas a diversas espécies de
Leishmania, sem a necessidade da infeccdo de células e posterior purificacdo dos parasitas
(CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998; DA SILVA, 2008; DE AQUINO, 2014; TEIXEIRA et
al., 2002; TIUMAN et al., 2014). No presente estudo foram obtidas formas amastigotas
axénicas a partir de promastigotas em fase estacionaria incial, cultivadas em pH 5,5 e
temperatura de 32 °C. Os parasitos obtidos apresentaram morfologia oval, arredondada e
auséncia de flagelo livre (Figuras 23 e 24). As formas amastigotas obtidas mantiveram a
capacidade de reverter a forma promastigota quando cultivadas pH 7,4, suplementado com
5% SFB, e mantidas a 26 °C (Figura 25 e 26). A capacidade de reversao da forma amastigota
para promastigota é caracteristica das formas amastigotas intracelulares. A manutencdo desta
capacidade pelos parasitas valida o potencial bioldgico das formas amastigotas e vém sendo
amplamente utilizada por outros autores (BALANCO et al., 1998; DA SILVA, 2008; GUPTA
et al., 2001; MORAIS-TEIXEIRA, 2008; TEIXEIRA et al.; 2002; GADELHA et al., 2013).

Diferentes técnicas de microscopia vém sendo utilizadas como uma ferramenta Util
para avaliar o efeito de drogas sobre micro-organismos e principalmente na identificacdo de
possiveis alteraces morfolégicas na superficie celular ou em organelas do parasita,
auxiliando na elucidacdo da atividade dos compostos sobre os possiveis alvos terapéuticos
(ADADE e SOUTO-PADRON, 2010).

Ao analisar a morfologia das formas promastigotas por MEV, foi possivel confirmar
as alteracOes causadas pelo tratamento com 4p (Figura 19). No tempo de 24 h ndo foram
observados alteracGes significativas na morfologia das promastigotas tratadas. Ja no tempo de
48 h de tratamento ocorreram severas modificagcdes morfologicas com destaque para o
enrugamento da superficie celular e perda do formato alongado do corpo celular do parasito
(corpo celular arrendondado). A analise das amostras sob 72 h de tratamento revelou a perda
da forma alongada do corpo celular das promastigotas, e de forma muito recorrente a presenga
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de flagelo deformado, com a extremidade achatada (Figura 19H). Estas alteragbes podem ser
causadas pela desestabilizagc&o do citoesqueleto dependente de tubulinas uma vez que tanto a
forma do corpo do parasito quanto a integridade do flagelo sdo altamente dependente da
estabilidade dos microtibulos (ADADE e SOUTO-PADRON, 2010; GADELHA et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2014).

As andlises das células tratadas com 4p analisadas por MET mostraram no tempo de
24 h (Figura 20) promastigotas com alteracdo nuclear e inchago mitocondrial e presenca de
vacuolos. A¢do semelhante foi observada tais como o inchaco da mitocdndria, desorganizagéo
celular e alteracbes nucleares em outros tratamentos (VENDRAMENTTO et al., 2010;
SANTA RITA et al., 2005). Alteragdes mitocondriais podem estar relacionadas com morte
celular por apoptose (GODINHO et al., 2013). No tempo de 48 h de tratamento (Figura 21),
observou-se alteragfes drasticas no cinetoplasto. Varios autores demonstraram alteracdes
semelhantes no cinetoplasto (GUIMARAES et al., 2010; UEDA-NAKAMURA, 2006). Esta é
uma organela presente apenas em protozoarios tripanossomatideos e €, portanto, um alvo
importante para acdo de drogas, devido a sua funcdo e estrutura Unica (ADADE e SOUTO-
PADRON, 2010; DE SOUZA, et al., 2009; SEN e CHATTERJEE, 2011). Nos tempos de 48
h e 72 h foi observado a presenca de restos celulares de promastigotas (Figura 22).

As formas amastigotas também foram analisadas por MEV. Nossos resultados
sugerem que as formas amastigotas foram mais sensiveis ao tratamento com 4p (Figura 27).
No tempo de 24 h de tratamento foi observada a presenca de elevacbes, semelhantes a
vesiculas no corpo celular das formas amastigotas. Em 48 h de tratamento foi notada a
existéncia de amastigotas com o corpo celular deformado. No tempo de 72 h de tratamento
foram observadas células inchadas com alteragdes na membrana plasmatica. Veiga-Santos e
colaboradores (2013) demonstraram a formagao de bolhas no corpo celular de epimastigotas e
amastigotas de Trypanosoma cruzi tratadas com piperlonguminina e piperovatina. As
alteracdes ultraestruturais localizadas pincipalmente na membrana plasmatica e mitocondria
sugerem que piperlonguminina e piperovativa induzem morte autofagica apenas em
amastigotas.

A andlise por MET das amastigotas tratadas (Figuras 28, 29, 30) revelou a presenca de
diversos vacuolos, o que é indicativo de um processo de remodelacéo celular intensa que pode
ser associada ao processo de autofagia, ou a extrema deplecdo de ATP devido as alteracdes

morfoldgicas observadas na mitocdndria, 0 que estaria compromentendo a sua atividade. Este
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processo é frequentemente observado em parasitos submetidos a diversos tipos de tratamentos
(GODINHO et al., 2013; RODRIGUES e DE SOUZA, 2008).

Os modelos de infeccdo in vitro empregando macrofagos peritoneais sao
extremamente Uteis e amplamente empregados para avaliacdo da atividade de drogas contra
diferentes espécies de Leishmania. Sendo 0 modelo que mais se aproxima das condi¢des da
infeccdo in vivo, na qual os parasitos Leishmania sdo encontrados predominantemente na
forma amastigota dentro dos macréfagos (CARNEIRO et al., 2012; CHAVEZ ENCISO et al.,
2014; MADEIRA et al., 1999; RODRIGUES et al., 2013; TANAKA et al., 2007). Os
macrdofagos podem metabolizar e ativamente concentrar as drogas dentro dos fagolisossomos,
organela que contém os parasitos. Os sistemas que empregam as formas amastigotas
intracelulares permitem também a avaliacdo da influéncia do macréfago sobre a atividade da
droga leishmanicida. (BERMAN e NEVA, 1981; BERMAN e WYLER, 1980; SEIRFERT et
al., 2010; TOCHIGI et al., 2005).

No presente estudo, e com o intuito de avaliar os efeitos do composto 4p também
sobre o processo de fagocitose foram realizados pré e pds-tratamento dos macrofagos
peritoneais. Para 0 monitoramento dos eventos celulares a infeccdo foi promovida utilizando
L. (L.) amazonensis GFP. A utilizacdo de gene rep6rter com propriedade fluorescente prové
meios para verificar a viabilidade do parasito indiretamente através da citbmetria de fluxo
(FOUCHET et al.,, 1993), sendo altamente aplicavel no estudo de novas moléculas
leismanicidas. Isso elimina a subjetividade de sistemas visuais de analise e promove testes
mais rapidos, com elevado nimero de eventos, aumentando a sensibilidade, confiabilidade,
conveniéncia e possibilitando a triagem em larga escala de novas moléculas (SERENO et al.,
2007). O pré-tratamento dos macr6fagos peritoneais com o composto 4p (Figuras 32 e 33) e
também com a anfotericina B resultou em uma significante reducdo da infeccdo em relagdo ao
controle. O pré-tratamento seguido da continuidade de tratamento pos-infeccdo com o
composto 4p mostrou ser mais eficaz na eliminagdo dos parasitos. O efeito leishmanicida
acentuado que foi observado com o pre-tratamento pode ter sido devido ao acimulo das
drogas nos macréfagos. Diversas evidéncias demonstraram que a anfotericina B pode ser
acumulada nos macrofagos, o que promove uma maior exposi¢do dos parasitas a droga
quando estes sdo fagocitados (ESPUELAS et al., 2003; GUPTA et al., 2014; JAHN, 1998;
LEGRAND et al., 1996; SMITH et al., 2007). Foi demonstrado in vivo que clofazimina um
antimicrobiano ativo contra bactéria Mycobacterium leprae, se acumula macicamente em

macrofagos quando administrado oralmente durante periodos prolongados. A sua
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bioacumulacdo pode estar associada ao efeito farmacoldgico e também aos efeitos
secundérios (BAIK et al., 2013; BAIK e ROSANIA, 2012). Os macrolidios, por exemplo
azitromicina, sdo concentrados intracelularmente em diversos tipo de células, incluindo
leucdcitos polimorfonucleares, fibroblastos, mondécitos e macréfagos alveolares, resultando
em uma vantagem para o tratamento de patdgenos intracelulares (SCHLOSSBERG, 1995;
TOGAMI, et al., 2014; WILDFEUER et al., 1996)

O composto 4p também apresenta efeito leishmanicida no tratamento dos macréfagos
infectados com L. (L.) amazonensis GFP (Figuras 34 e 35). Neste ensaio a anfotericina B
empregada como droga controle ndo foi extremamente ativa contra as formas amastigotas
intracelulares. Isso provavelmente é devido ao modelo utilizado no tratamento (0,2 ug/mL) ter
sido inferior as concentragGes encontradas no plasma de humanos (1,0 ug /mL) (BERMAN e
WYLER, 1980). O modelo aplicado neste trabalho foi baseado em Morais-Teixeira e
colaboradores (2008). De qualquer forma, os resultados com o composto 4p demonstraram
sua eficiéncia tanto na eliminacdo dos parasitas intracelulares quanto na reducdo do nimero
de células infectadas. Estes resultados sugerem que o uso de drogas que atuem interferindo
com a dinamica dos microtubulos das leishmanias séo candidatas a analises in vivo uma vez
que ficou demonstrado em nossos ensaios a sua atividade leishmanicida in vitro.

A classe de DHPM parece ser um bom ponto de partida para o aprimoramento de sua
estrutura quimica visando o incremento da afinidade com as tubulinas das leishmanias o que
poderia reduzir os efeitos adversos severos nos mamiferos. Os principais medicamentos
empregados contra a leishmaniose, como os antimoniais e a anfotericina B, passaram por
etapas de aprimoramento no sentido de reduzir a toxicidade e consequentemente efeitos
adversos. O antimonio trivalente foi utilizado inicialmente contra a leishmaniose, e obteve
algum sucesso, uma vez que como nao existia tratamento, cerca de 90% dos doentes evoluiam
para o 6bito. No entanto, esta formulacdo era de dificil administracdo e apresentava toxicidade
como tosse, dor no peito e depressdo. Com a introducdo do antimonio pentavalentes houve
reducdo de alguns efeitos adversos (SOARES-BEZERRA et al., 2004). A anfotericina B é
insolivel em meio aquoso e, em sua formulacdo tradicional, é apresentada como uma mistura
com o desoxicolato. A infuséo intravenosa da mistura coloidal causa severos efeitos toxicos,
destacando efeito renal. Com o propdsito de diminuir a toxicidade, novas formulacOes
lipidicas foram desenvolvidas, sendo incorporada pelos macrofagos e assim praticamente néo

interage com o colesterol das células do hospedeiro, aumentando a eficacia e tolerabilidade
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(SOARES-BEZERRA et al., 2004; revisado por MICHELETTI e BEATRIZ, 2012,
SOLOMON et al., 2007).

Entre os ensaios de toxicidade in vitro encontra-se o teste de hemolise, que permite
quantificar e avaliar os efeitos dos excipientes ou do farmaco sobre a membrana plasmatica
das hemacias e a consequente liberacdo de hemoglobina. O ensaio de hemolise € interessante
nos caso de produtos cujo emprego seja destinado a interface com o sangue ou derivados,
como no caso do uso de uma formulacéo de uso injetavel, e é aplicavel também a produtos de
uso topico entre outros (PINTO et al., 2010). Varias metodologias sdo utilizadas para realizar
o teste de hemolise, que geralmente consiste na incubacdo da substancia com o sangue, em
seqguida centrifugacdo e a leitura do sobrenadante por espectofotometria (KNOPIK-
SKROCKA e BIELAWSKI, 2005; MALAGOLI, 2007; PINTO et al., 2010, TAKAHASHI et
al., 2013). No protocolo que padronizamos baseado em Reed, Yalkowsdy e colaboradores
(1985) bem como em Amin e Dannenfelser (2006), ap6s a incubacdo as amostras foram
lavadas varias vezes o intuito de retirar a interferéncia da cor do composto na leitura.

A hemolise refere-se a lise ou ruptura das membranas das hemacias permitindo a
liberacdo da hemoglobina para o plasma e tendo como consequéncia a hemoglobinemia, que
pode resultar em irritacdo vascular, flebite, anemia, ictericia, insuficiéncia renal e, em alguns
casos, até morte. Algumas drogas por si s6 sdo hemoliticas, porém a avaliacdo da formulagéo
é de extrema importancia para se excluir da utilizacdo excipientes que apresentem capacidade
hemolitica. Neste contexto, ensaios que visam verificar a capacidade hemolitica de um
composto é uma ferramenta extremamente Util, usada para avaliar a seguranca e utilidade de
um farmaco (AMIN e DANNENFELSER, 2007; CARVALHO et al., 2007; CHORILLI et
al.,, 2009; KALEGARI et al., 2011, KRZYNZANIAK et al., 1997). O teste de hemdlise
realizado demonstrou que o composto 4p néo induz toxicidade relevante para a membrana do
eritrocito assim como a anfotericina B, utilizada como controle de droga leishmanicida
(Figura 36). Ambos os compostos de acordo com nossos dados estdo dentro da faixa que
agrupa compostos ndo hemoliticos. Takahashi e colaboradores (2013) realizaram o teste
hemolitico com a anfotericina B com varias concentra¢des (7,81-500 pg/mL), e encontraram
um indice de hemdlise de aproximadamente 80% para as concentragdes acima da
concentragdo de 62,5 pg/mL. Moreira e colaboradores (2013) mostraram que as
concentragOes plasmaticas de miltefosina encontradas durante o tratamento de leishmaniose
(31-90 pg/mL) indicaram um nivel hemolitico de 2-5%. Parece que a miltefosina €
moduladora da jangada lipidica, sendo que as proteinas com maior hidrofobicidade pode
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induzir a penetracdo dos grupos hidrofilicos da miltefosina para a membrana e provocar a
ruptura da membrana plasmatica dos eritrocitos. Esteves e colaboradores (2010) realizaram
um teste de hemolise com analogos de trifluralina e miltefosina, ambos na concentracao de
100 uM, os primeiros apresentaram valores de hemolise menor que 2%, ja a miltefosina
apresentou 96% de hemdlise.

Neste trabalho foi demonstrado que o composto 4p apresenta atividade leishmanicida
in vitro tanto contra as formas promastigotas quanto contra as formas amastigotas da L. (L.)
amazonensis. Ensaios de infeccdo experimental in vitro demonstraram que este composto €
eficiente na eliminacdo dos parasitos intracelular tanto quando aplicados em regime de pré-
tratamento como também quando aplicado com a infeccdo ja em curso. Sendo assim, a classe
das DHPMs pode representar um promissor caminho, no que diz respeito a arquitetura

molecular, para o desenvolvimento de novos agentes leishmanicidas alvo dirigido.

7. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que:

1- O composto 4p apresenta efeito citotoxico contra as formas promastigotas da L. (L.)
amazonensis;

2- O composto 4p apresentou um efeito antiproliferativo observado pela modificacdo dos
indices celulares presentes nas diferentes fases da curva de crescimento das formas
promastigotas tratadas;

3- A metodologia empregada gerou formas amastigotas a partir da conversdo in vitro de
formas promastigotas que apresentaram aspectos morfolégicos e ultraestruturais
caracteristicos para este estagio adaptativo;

4- As formas amastigotas foram capazes de se converter em promastigotas mediante sua
incubacdo em condiges de cultivo conforme ocorre naturalmente com as leishmanias;

5- A anadlise das alteragdes ultraestruturais nas formas promastigotas e amastigotas
tratadas com o composto 4p sugere que o composto parece interferir nos microtubulos,
promovendo concomitantemente alteracdes estruturais nas mitocondrias;

6- O composto 4p apresentou citotoxicidade semelhante a induzida pela anfotericina B
em macréfagos peritoneais de camundongo Swiss;

7- Foi identificada em nosso trabalho a atividade leishmanicida do composto 4p em dois
diferentes esquemas de tratamento (pré-tratamento e no pds-tratamento) nas infecdes

experimentais in vitro de macrofagos peritoneais de camundongo;
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8. PERSPECTIVAS

Os efeitos do composto 4p nas formas promastigotas e amastigotas de L. (L.)
amazonensis contribuiram para a validacdo de uma arquitetura molecular que podera ser
utilizada para o desenvolvimento de novos farmacos contra leishmaniose. Entretanto, estudos
futuros tanto in vitro e in vivo sdo necessarios para melhor compreensdo do mecanismo de
acao do composto 4p. Além da realizacdo de estudos adicionais com outras espécies de
leishmanias, como também com outros géneros de protozoarios patogénicos. N0sso grupo
esta trabalhando in silico a partir de dados de dindmica molecular, para a determinacdo dos
sitios de interacdo entre o composto 4p e a proteina alvo (tubulina). Estes dados serdo
utilizados para o aprimoramento da molécula visando aumentar a sua afinidade com as
tubulinas. Esperamos assim reduzir o ICsy aqui estabelecido, incrementar os efeitos

leishmanicidas do composto e talvez reduzir a sua citotoxicidade para células de mamiferos.
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