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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania,
causando grande impacto na saude publica mundial. O tratamento € limitado por
uma série de fatores e a necessidade de alternativas para a quimioterapia é urgente.
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade leishmanicida de
bioisdsteros do resveratrol e seus complexos metalicos e estudar o mecanismo de
morte do parasito associado ao tratamento. Foram testados doze biososteros do
resveratrol, sendo cinco ndo complexados a metais, quatro complexados a ouro e
trés complexados a vanadio, em formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, L. braziliensis e L. major e em macrofagos peritoneais. Para o teste
em promastigotas e em macrofagos peritoneais, a viabilidade celular foi avaliada
pelo método colorimétrico do MTT, enquanto no teste em amastigotas, o efeito dos
compostos foi avaliado pela contagem das formas intracelulares. Foi ainda avaliada
a seletividade e a especificidade dos compostos, através do célculo do indice de
seletividade e do indice de especificidade de cada composto. Os compostos
complexados a metais, comparados aos nao complexados, apresentaram
significante efeito em promastigotas e amastigotas de Leishmania sp., e ainda foram
seletivos ao parasito, em comparacdo com a célula hospedeira. Posteriormente,
baseado na sintese, efetividade e seletividade, o composto 11 (VOSalophen), um
complexo de vanadio, foi selecionado para estudos sobre mecanismos de morte e
atividade em modelo de leishmaniose cutanea murina. Promastigotas de L.
amazonensis tratadas com VOSalophen apresentam alteracbes mitocondriais,
observados por meio das marcacées com JC-1, Mitotracker® Red CM-H2XROS e
rodamina 123 e da microscopia eletrénica de transmissao (MET); aumentam a
producdo de EROs (utilizando H,DCFDA), acumulam corpos lipidicos (marcacgao
com Nile Red), apresentam alteracdes morfolégicas, mas ndo alteram a integridade
da membrana plasmatica, visto ndo haver marcacdo com iodeto de propideo. Além
disto, os parasitos apresentam reducdo no tamanho celular e volume celular;
externalizacdo de fosfatidilserina na face externa da membrana plasmatica do
parasito (usando marcagcdo com anexina V-FITC) e utilizando a técnica do TUNEL foi
observada a fragmentacdo do DNA. Em amastigotas intracelulares de L.
amazonensis, também foi verificada fragmentacdo do DNA (técnica TUNEL). O
conjunto destes resultados sugere morte por apoptose-like. Além disso, foi verificado
um aumento de formacdo de vacuolos autofagicos em promastigotas de L.
amazonensis tratados com o VOSalophen (marcacdo com MDC e MET), sugerindo
a ocorréncia de autofagia. Em macréfagos infectados com L. amazonensis,
VOSalophen induz um aumento de producdo de ON e EROs, indicando modulagéo
celular do composto em células infectadas. Em modelo de leishmaniose cutanea
murina, o tratamento com o VOSalophen causou significativa reducdo da carga
parasitaria nas patas de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis,
guando comparado ao controle e além disso, ndo mostrou toxicidade renal e
hepatica aos animais tratados, o que foi avaliado através das dosagens de AST,
ALT, GGT e creatinina. Esses resultados, em conjunto, mostram o significante efeito
in vitro e in vivo de bioisésteros do resveratrol complexados a metais.

Palavras-chave: Leishmania, quimioterapia das leishmanioses, resveratrol,
complexos metalicos, apoptose-like, autofagia.



ABSTRACT

Leishmaniasis is diseases caused by protozoa of the genus Leishmania, causing
significant impact on global public health. The treatment is limited by a number of
factors, and the need for alternatives to chemotherapy is urgent. Thus, this study
aimed to evaluate the leishmanicidal activity of bioisosters of resveratrol and its metal
complexes and to study the mechanism of parasite death associated with the
treatment. Twelve biosOsteros of resveratrol were tested, five not complexed to
metals, four complexed to gold and three complexed to vanadium, in promastigotes
and amastigotes of L. amazonensis, L. braziliensis and L. major and in peritoneal
macrophages. In promastigotes and peritoneal macrophages, the cell viability was
assessed by the MTT colorimetric method, while in amastigotes, the effect of the
compounds was evaluated by counting the intracellular forms. It was also assessed
the selectivity and specificity of the compounds, by calculating the selectivity index
and the specificity index of each compound. The compounds complexed to metals,
compared to non-complexed, showed a significant effect on promastigotes and
amastigotes of Leishmania sp., and were further selective to the parasite compared
to the host cell. Subsequently, based on the synthesis, effectiveness and selectivity,
the compound 11 (VOSalophen), a vanadium complex, was selected for studies on
the mechanisms of death and activity in the murine model of cutaneous
leishmaniasis. L. amazonensis promastigotes treated with VOSalophen exhibit
mitochondrial alterations, which was observed by JC-1, Mitotracker® Red CM-
H2XROS e rhodamina 123 staining and transmission electronic microscopy (TEM);
increased ROS production (using H,DCFDA); accumulate lipid bodies (Nile Red
staining), exhibit morphological changes, but did not alter the integrity of the plasma
membrane since no staining with propidium iodide. In addition, the parasites had a
reduction in cell volume and size; phosphatidylserine externalization on the outer
face of parasite's plasma membrane (annexin V-FITC staining) and using the TUNEL
technique, DNA fragmentation was observed. In L. amazonensis intracellular
amastigotes, DNA fragmentation was also observed (TUNEL technique). This set of
results suggests death by apoptosis-like. Furthermore, there was an increase of
autophagic vacuole formation in L. amazonensis promastigotes treated with
VOSalophen (MDC staining and TEM), suggesting the occurrence of autophagy. In
macrophages infected with L. amazonensis, VOSalophen induces an increase of
nitric oxide and reactive oxygen species production, indicating a modulatory effect in
infected cells. In the murine model of cutaneous leishmaniasis, the treatment with
VOSalophen caused a significant reduction in the parasite load in the paws of
BALB/c mice infected with L. amazonensis, when compared to control and
furthermore not showed renal and hepatic toxicity to the treated animals, which was
evaluated by the AST, ALT, GGT and creatinine dosages. These results, taken
together, show the significant effect of bioisosters of resveratrol complexed to metals.

Keywords: Leishmania, chemotherapy of leishmaniasis, resveratrol, metal
complexes, apoptosis-like, autophagy.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um conjunto de doencgas causadas por
diferentes espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania (OKWOR e
UZONNA, 2016). Aproximadamente 20 espécies de Leishmania sdo capazes de
causar a doenca em humanos (HASHIGUCHI et al., 2016), sendo que as
manifestacdes clinicas dependem da espécie de Leishmania envolvida, bem como
da resposta imune do hospedeiro, podendo variar desde infec¢cdes assintomaticas
até duas principais sindromes clinicas, a leishmaniose cutanea (LC) e a
leishmaniose visceral (LV) (FEIJO et al., 2016).

A transmissdo de ambas as manifesta¢cdes clinicas ocorre por meio da picada
de insetos vetores, genericamente denominados flebotomineos, sendo que dois
géneros podem transmitir a doenca para humanos, Phlebotomus no “Velho Mundo”
e Lutzomyia no “Novo Mundo” (HASHIGUCHI et al., 2016). Esses insetos
apresentam habitos noturnos e sdo encontrados em regides tropicais e subtropicais.
As fémeas sdo as responsaveis pela transmissdo dessas doencas, pois se
alimentam de sangue. Os humanos sédo considerados hospedeiros acidentais dos
parasitos Leishmania (STEBUT, 2015), entretanto esses protozoarios apresentam
diversos hospedeiros vertebrados reservatérios na natureza, como raposas, caes e
roedores (RODRIGUEZ e WILSON, 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera as leishmanioses como
uma das doencas mais negligenciadas do mundo, afetando principalmente os paises
em desenvolvimento (WHO, 2010; DE MENEZES et al., 2015). Atualmente, acredita-
se que essas doencas sejam encontradas em 98 paises e territérios (RODRIGUES
et al., 2015) e mais de um bilhdo de pessoas vivam em &reas endémicas. NoOs
altimos cinco anos, foram confirmados em todo o mundo um milh&o de casos de LC.
Com relacdo a LV, estima-se que ocorram 300.000 novos casos anuais e mais de
20.000 mortes a cada ano (WHO, 2017). Dentre as doencas parasitarias, as
leishmanioses possuem o segundo maior indice de mortalidade, ficando atras
somente da malaria (SANCHEZ-MORENO et al., 2011; SAVOIA, 2015).
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1.1 O parasito Leishmania

Parasitos Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastidae, que compreende
organismos que possuem uma unica mitocondria (FIDALGO e GILLE, 2011;
FLORENTINO et al.,, 2014) e esta organela possui uma regido dilatada, chamada
cinetoplasto, onde est4 presente o kDNA (FIDALGO e GILLE, 2011). Além disso,
estdo inseridos na familia Trypanosomatidae e género Leishmania, o qual € dividido
em dois subgéneros, Leishmania e Viannia. Ainda, em virtude da complexidade do
género Leishmania, cada subgénero é subdividido em complexos, e dentro de cada
complexo, encontram-se varias espécies de Leishmania que podem infectar o
homem (WHO, 2010; CHOUHAN et al., 2015).

Durante o ciclo bioldgico, os parasitos do género Leishmania alternam entre
duas formas evolutivas: os promastigotas e os amastigotas (RODRIGUEZ e
WILSON, 2014; CARLSEN et al., 2015). Os promastigotas (Figura 1A) medem cerca
de 10-20 um de comprimento e possuem um flagelo externalizado, o que possibilita
a motilidade dessas formas (RODRIGUEZ e WILSON, 2014). Sdo extracelulares
(CECILIO et al., 2014), possuem o corpo alongado (TRIPATHI e GUPTA, 2003) e
habitam o trato digestivo dos insetos vetores (CECILIO et al., 2014). As formas
amastigotas (Figura 1B) medem aproximadamente 3-7 pm de comprimento
(RODRIGUEZ e WILSON, 2014), possuem flagelo ndo externalizado
(NASCIMENTO, 2011) e apresentam corpo de formato esférico (TRIPATHI e
GUPTA, 2003). S&o formas intracelulares obrigatorias (RODRIGUEZ e WILSON,
2014), que estdo presentes no hospedeiro vertebrado, vivendo no interior de

vesiculas fagolisossomais de macrofagos hospedeiros (VAN ASSCHE et al., 2011).
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Figura 1. (A) Promastigotas de Leishmania amazonensis. (B) Macroéfago infectado com amastigotas
de Leishmania amazonensis. As setas indicam os amastigotas. Fonte: Do Autor.

Para qualquer espécie de Leishmania o ciclo biolégico (Figura 2) ocorre de
maneira similar, em que fémeas de flebotomineos infectadas com o parasito, ao
picarem um hospedeiro vertebrado, injetam formas promastigotas na pele desses
individuos (SCOTT e NOVAIS, 2016). Essas formas parasitarias sdo rapidamente
internalizadas por células residentes no local da picada e por células recrutadas para
este mesmo local, entretanto, os macréfagos constituem a populacdo celular de
maior importédncia para o desenvolvimento deste protozoario (CARLSEN et al.,
2015).
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O processo de internalizagdo dos promastigotas pelos macrofagos ocorre por
fagocitose (KEVRIC, CAPPEL e KEELING, 2015), sendo receptores para
componentes do sistema complemento, receptores Fc, receptores de lectina e
moléculas da familia das integrinas, as principais estruturas presentes ha membrana
plasmatica dos macrofagos que estdo envolvidas na fagocitose desses parasitos.
Para que o0 processo ocorra, essas estruturas interagem com moléculas presentes
na superficie dos promastigotas, como gp63, lipofosfoglicano (LPG) e glicosil inositol
fosfolipideos (GIPLs). Nesse momento, o LPG é transferido para a membrana
plasmatica do macrofago, o que parece bloquear o processo de ativagdo desta
célula hospedeira e consequentemente favorecer a entrada do parasito (DE
MORAIS et al., 2015).

No interior dos fagolisossomos dos macréfagos, os promastigotas se
diferenciam em amastigotas (DE MENEZES, SARAIVA e ROCHA-AZEVEDO, 2016;
SCOTT e NOVAIS, 2016), sendo que ap06s 24 horas de infec¢do, os parasitos estdo
completamente transformados em formas amastigotas (ZHANG e KIMA, 2016).
Essas formas se multiplicam por divisdo binaria, até que o macréfago se rompa,
liberando os amastigotas para infectar outras células (KEVRIC, CAPPEL e
KEELING, 2015). Esses macréfagos infectados podem ser ingeridos por um inseto
vetor, que se tornarq, a partir de entdo, infectado. No trato digestivo dos
flebotomineos, os macrofagos se rompem liberando os amastigotas, que se
transformam em promastigotas prociclicos. Estes se multiplicam, também por diviséo
binaria, e passam por um processo de diferenciacdo denominado metaciclogénese.
Este processo culmina com a formagédo de formas infectivas para o hospedeiro
vertebrado, os promastigotas metaciclicos (LIEVIN-LE MOAL e LOISEAU, 2016). O
desenvolvimento do parasito no trato digestivo do inseto vetor tem duracdo média de
5 a 7 dias (NASCIMENTO, 2011), até que os promastigotas infectivos migram para a
porcdo anterior do trato digestivo do inseto vetor e a partir dai podem ser inoculados
em um hospedeiro mamifero, reiniciando o ciclo biolégico do parasito (KEVRIC,
CAPPEL e KEELING, 2015; LIEVIN-LE MOAL e LOISEAU, 2016).
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Figura 2: Ciclo biolégico do parasito Leishmania. (1) um inseto vetor infectado realiza um repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado néo infectado (como o homem, por exemplo) e inocula
promastigotas de Leishmania na pele deste individuo; (2) os promastigotas sdo fagocitados por
macroéfagos; (3 e 4) os promastigotas se convertem em amastigotas; (5) os amastigotas se dividem,
0s macrofagos se rompem e os amastigotas infectam outros macrofagos; (6) um inseto vetor ndo
infectado realiza um repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado e ingere os
macréfagos contendo amastigotas; (7) no trato digestivo do inseto os macréfagos se rompem e
liberam os amastigotas; (8) os amastigotas se transformam em promastigotas; (9) os promastigotas
s&o inoculados em um mamifero, durante um novo repasto sanguineo. Fonte: CANTACESSI et al.,
2015 (adaptado).

A resposta imunoldgica durante as leishmanioses tem sido extensivamente
estudada em modelo murino, utilizando-se principalmente a infeccdo por Leishmania
major. Camundongos suscetiveis desenvolvem lesdes progressivas e apresentam
predominéancia de uma resposta imune do tipo Th2, com producdo das citocinas
interleucina-4 (IL-4), IL-5 e IL-13. Camundongos resistentes desenvolvem lesfes
peguenas e com poucos parasitos, possuindo predominancia de uma resposta

imune do tipo Thl, com producao de interferon-Y (IFN-Y), fator de necrose tumoral-a
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(TNF-a) e IL-2 (SANTOS e BRODSKYN, 2014). As citocinas IFN-Y e TNF-a atuam
sinergicamente para promover a ativacdo de macréfagos infectados (SCOTT e
NOVAIS, 2016), estimulando a producdo de o6xido nitrico (ON) e de espécies
reativas do oxigénio (EROs) (SANTOS e BRODSKYN, 2014), que sao substancias
extremamente toxicas e causam danos a biomoléculas como lipideos, proteinas e
DNA, podendo ocasionar a morte dos parasitos intracelulares (KIMA, 2014).
Inclusive, j& foi anteriormente relatado a suscetibilidade de parasitos Leishmania a
compostos doadores de ON e a diferentes EROs (VAN ASSCHE et al.,, 2011).
Entretanto, vale destacar ainda que a resposta de Leishmania a presenca de ON e
EROs é varidvel e dependente da espécie envolvida. Além disso, o parasito ja
desenvolveu uma série de mecanismos que 0s permite escapar das propriedades
microbicidas dos macrofagos (PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX, 2015).

1.2 Leishmaniose cuténea (LC)

A LC é considerada pela OMS como “doenga emergente e ndo controlada”
(SAVOIA, 2015; VRIES, REEDIJK e SCHALLIG, 2015), que ocorre principalmente
no litoral Mediterraneo, nas Américas e na Asia Ocidental (SAVOIA, 2015) (Figura
3). Mais de 70% do total de casos de LC ocorrem em 10 paises: Afeganistéo,
Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Etiopia, Ira, Peru, Sudao e Siria. No Brasil, em
2014 foram notificados 19.402 casos de LC e 70% da populacdo brasileira

encontrava-se em risco de infecgdo (WHO, 2016).
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Figura 3: Distribuicdo mundial da LC nos ultimos 10 anos. Fonte: AVERSI-FERREIRA et al., 2015
(adaptado).

A LC engloba um conjunto de enfermidades que acometem a pele e/ou
mucosas do homem e de diferentes espécies de animais domeésticos e silvestres
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). E caracterizada por uma ampla variedade de
manifestagdes clinicas, podendo ser dividida em: LC localizada, LC disseminada, LC
difusa e LC mucosa (SANTOS e BRODSKYN, 2014; FEIJO et al., 2016;
HASHIGUCHI et al., 2016).

A LC localizada é a forma mais comum, ocorrendo em cerca de 90% dos
pacientes (STEBUT, 2015). Inicia-se com o desenvolvimento de um eritema no local
da picada do inseto vetor, que evolui para o aparecimento de uma papula e
subsequente um nédulo. Esse nédulo pode sofrer um processo de ulceracdo, dando
origem a uma lesdo ulcerada classica (MEARS et al., 2015). A lesdo caracteristica
da LC apresenta pequeno nimero de parasitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006) e
ao longo do tempo pode evoluir para cura espontanea ou se desenvolver em
diferentes graus de gravidade de ulceracdo (FEIJO et al., 2016). Pode haver o
surgimento de uma Unica lesdo ou varias lesées, dependendo do numero de picadas
infectantes do inseto vetor (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O periodo de
incubag&o varia, em média, de duas semanas a trés meses (FEIJO et al., 2016).
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A LC disseminada é caracterizada pela presenca de numerosas e pequenas
lesbes acneiformes tipicas, que frequentemente sofrem ulceracdo. Essas lesdes
parecem surgir simultaneamente ou secundariamente a uma lesdo ulcerada de LC
localizada (HASHIGUCHI et al., 2016), a partir de disseminacao linfatica ou
hematogénica do parasito presente no local da picada do inseto vetor (MINISTERIO
DA SAUDE, 2006). O nimero de parasitos presentes nessas lesdes é escasso
(HASHIGUCHI et al., 2016). Acredita-se que menos de 2% dos pacientes com LC
localizada desenvolvam a forma disseminada da doenca (TURETZ et al., 2002;
HASHIGUCHI et al., 2016). O nimero de lesdes é variavel, onde ja foram relatados
0-300 lesbes (TURETZ et al., 2002), 308 lesdes (LAZO e HASHIGUCHI, 1994), 425
leses (COUPPIE et al., 2004) e 749 lesdes (SOUSA et al., 2006).

Com relacdo a LC difusa, pode-se dizer que se caracteriza pela presenca de
papulas ou ndédulos ndo ulcerados (KEVRIC, CAPPEL e KEELING, 2015), contendo
um elevado numero de parasitos (HANDLER et al., 2015). Usualmente, a doenca
comeca com uma lesdo primaria e posteriormente dissemina, por via linfatica ou
hematogénica, para envolver outras areas da pele (CHOI e LERNER, 2001).
Eventualmente, os nodulos podem afetar quase toda a superficie cutdnea do
individuo, embora tenha uma predilecdo pela face, orelhas, cotovelos e joelhos
(HANDLER et al.,, 2015). Pacientes com LC difusa apresentam uma anergia
imunolégica aos antigenos de Leishmania (KEVRIC, CAPPEL e KEELING, 2015), ou
seja, ndo possuem resposta imune celular frente aos antigenos deste protozoario
(SCOTT e NOVAIS, 2016) e, além disso, a resisténcia as terapias convencionais é
extremamente comum (HANDLER et al., 2015). E uma doenca rara (HASHIGUCHI
et al., 2016), sendo que no Brasil, a incidéncia de LC difusa é de 2,4% (JIRMANUS
et al, 2012).

A LC mucosa ocorre em cerca de 3-5% dos pacientes com LC e é associada
com destruicdo da cavidade nasal e de tecidos orofaringeanos (STEBUT, 2015;
FEIJO et al., 2016). Existem evidéncias de uma associacéo entre a LC mucosa e um
tratamento inadequado ou inexistente de lesdo cutanea primaria. Apés dois a dez
anos da ocorréncia da infeccdo primaria (STEBUT, 2015) ocorre migracdo do
parasito, por via hematogénica ou linfatica, da pele para as mucosas nasal e oral, 0
gue ocasiona destruicao de estruturas ali presentes e, consequentemente, completa
desfiguracdo dos individuos infectados (HANDLER et al., 2015). O numero de
parasitos nos tecidos lesados € baixo (STEBUT, 2015), entretanto, ocorre o
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desenvolvimento de uma resposta imune exacerbada, sendo este o fator que mais
contribui para a patologia desta doenca (SANTOS e BRODSKYN, 2014; SCOTT e
NOVAIS, 2016). A LC mucosa pode inclusive levar a morte dos individuos
infectados, pois causa dificuldades de degluticdo e consequente caquexia (STEBUT,
2015).

E importante destacar que todas as formas clinicas da LC estdo associadas
ao surgimento de cicatrizes e/ou ao aparecimento de lesbes desfigurantes, o que
causam um sério estigma social aos individuos infectados (WHO, 2015).

Neste trabalho foram utilizadas trés espécies de Leishmania, relacionadas a
LC, L. amazonensis, L. braziliensis e L. major. As duas primeiras sao consideradas
as principais espécies patogénicas que causam a LC no Brasil (CARVALHO et al.,
2012). A espécie L. amazonensis é agente etiologico da LC localizada, LC difusa
(WHO, 2010; CARVALHO et al., 2012) e LC disseminada (WHO, 2010), podendo ser
encontrada na América do Sul (VAKIL, FUJINAMI e SHAH, 2015), enquanto L.
braziliensis est4 associada a ocorréncia de LC localizada, LC mucosa (WHO, 2010;
HANDLER et al., 2015; VAKIL, FUJINAMI e SHAH, 2015) e LC disseminada (WHO,
2010), sendo encontrada na América do Sul e parte da América Central (VAKIL,
FUJINAMI e SHAH, 2015). A espécie L. major esta presente na Asia Central, norte e
leste da Africa e Oriente Médio (VAKIL, FUJINAMI e SHAH, 2015), podendo causar
LC localizada, LC mucosa (WHO, 2010) e LC difusa (STEBUT, 2015).

1.3 Tratamento da LC

Atualmente, a quimioterapia € um dos tratamentos mais eficazes para a LC
(RODRIGUES et al., 2014). E recomendado ser implantada em todas as formas
desta doenca, mesmo naquelas relacionadas a cura espontanea, pois tem o objetivo
de acelerar a cura, reduziro risco de formacao de cicatrizes e prevenir a progressao
da doenca (AMEEN, 2010). Entretanto, a maioria dos medicamentos disponiveis
atualmente para o tratamento da LC estd associada com significante toxicidade e
diversos efeitos colaterais. Além disso, a resisténcia dos parasitos as drogas
disponiveis € um problema emergente no controle da LC (VRIES, REEDIJK e
SCHALLIG, 2015).

Terapias locais e sistémicas estdo disponiveis para o tratamento da LC
(STEBUT, 2015; DA SILVA et al.,, 2016). Entretanto, a escolha do tratamento
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adequado deve ser feito com cautela e analisando-se a espécie de Leishmania
envolvida e as caracteristicas das lesGes presentes. A terapia sistémica é
recomendada em casos complexos, que apresentam, pelo menos, uma das
caracteristicas a seguir: aparecimento de mais de trés lesdes; lesdo Unica medindo
mais de 40 mm de didmetro; acometimento de &reas cosmeticamente e
funcionalmente delicadas, como face, articulagbes e zonas muco-cutaneas;
presenca de inflamacdo dos vasos linfaticos e/ou dos linfonodos; ocorréncia de
lesGes satélites ou presenca de lesdes recorrentes. Além disso, pacientes com LC
disseminada, difusa e mucosa e individuos imunocomprometidos devem receber
terapia sistémica. Nos demais casos, considerados simples, bem como gestantes e
individuos com contraindicacfes para o tratamento sistémico, podem ser tratados
com a quimioterapia local (STEBUT, 2015).

A quimioterapia de primeira escolha para tratar a maioria dos casos de LC se
baseia na administracdo parenteral (intravenosa ou intramuscular) dos antimoniais
pentavalentes, sendo que duas formulacdes estdo disponiveis, antimoniato de
meglumine, Glucantime® ou estibogluconato de sédio, Pentostam® (CHAVEZ-
FUMAGALLI et al.,, 2015; VRIES, REEDIJK e SCHALLIG, 2015). Estas drogas
apresentam eficacia de cerca de 90%, entretanto, tem surgido evidéncias crescentes
de eficacia variavel, que depende da espécie de Leishmania, da regido geografica,
da presenca de cepas resistentes e dos esquemas terapéuticos empregados. Além
disso, o longo tempo de tratamento e a alta frequéncia dos efeitos colaterais
(CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015), tais como cardiotoxicidade (arritmias,
prolongamento do intervalo Q-T e morte subita) (MCGWIRE e SATOSKAR, 2014),
artralgia, anorexia, febre, urticéria, e a significante toxicidade para o figado, os rins e
o baco, tém contribuido para o uso limitado destes medicamentos na pratica clinica
(CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015). E valido ainda destacar que é necessaria
hospitalizagéo e constante monitoramento dos pacientes em tratamento com estes
compostos (DE MENEZES et al., 2015). A dose recomendada é de 15-20 mg/Kg/dia
durante um periodo de 20 dias, para LC localizada e disseminada (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014; DE MENEZES et al., 2015; RAJASEKARAN e CHEN, 2015), 20
mg/Kg/dia por 20 dias para LC difusa e 20 mg/Kg/dia por 30 dias para LC mucosa
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014), pelas vias intravenosa ou intramuscular
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014; DE MENEZES et al., 2015; RAJASEKARAN e
CHEN, 2015). Entretanto, também tem sido demonstrada a eficacia da
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administracao intralesional de compostos a base de antimonio pentavalente (DA
SILVA et al., 2016), principalmente em infec¢cdes causadas por L. major, L. tropica e
L. braziliensis. Nesse caso, a dose recomendada é de 0,5 a 3 mL, 1-3 vezes por
semana, durante 4-5 semanas (MONGE-MAILLO e LOPEZ-VELEZ, 2013).

Apesar da antiga utilizagdo dos antimoniais pentavalentes para o tratamento
da LC, o mecanismo de acdo destes compostos em Leishmania ainda ndo foi
completamente esclarecido. Na realidade, ainda ndo se sabe se a forma ativa € o
antimonio pentavalente (Sb*®) ou o antimdnio trivalente (Sb*®), e por esse motivo,
trés modelos de mecanismo de acdo sdo propostos: (1) modelo de pré-droga, (2)
modelo de atividade leishmanicida intrinseca e (3) modelo de ativagdo do sistema
imune do hospedeiro (HALDAR, SEN e ROY, 2011). O primeiro modelo esta
relacionado ao fato de que compostos a base de Sb*® funcionam como pré-droga,
em que o Sb™ sofre reducdo a uma forma mais ativa contra o parasito, o Sb**
(HALDAR, SEN e ROY, 2011; DE MORAIS et al., 2015), sendo que esta reducao
parece acontecer dentro dos macréfagos (DE MORAIS et al., 2015). Tal fato explica
porque amastigotas sd0 suscetiveis a acdo do Sb*™, enquanto promastigotas
possuem baixa suscetibilidade (HALDAR, SEN e ROY, 2011). Este modelo de pro-
droga tem sido reforcado por estudos em que foi constatada a presenca de
compostos de Sb™ em soros de pacientes tratados com Glucantime® (SOARES-
BEZERRA, LEON e GENESTRA, 2004). Parece que o Sb*? atua inibindo a enzima
tripanotiona redutase (TR), 0 que acarretara um estresse oxidativo e consequente
morte dos parasitos (SINGH e SUNDAR, 2014; DE MORAIS et al., 2015). De acordo
com a segunda hipotese relacionada ao efeito dos antimoniais em Leishmania, o
Sb* possui uma atividade leishmanicida prépria, por meio da inibicéo da glicélise e
da betaoxidacdo de &cidos graxos. Além disso, acredita-se que Sb*® inibe
especificamente a enzima DNA topoisomerase tipo |, impedindo a replicacdo do
DNA dos parasitos. O terceiro modelo de mecanismo de agdo dos antimoniais em
Leishmania consiste na ativacéo do sistema imunolégico do hospedeiro vertebrado e
consequente morte dos parasitos (HALDAR, SEN e ROY, 2011). Neste ultimo
modelo, acredita-se que 0s antimoniais possam ativar tanto mecanismos da
imunidade inata, como da resposta imune adaptativa (HALDAR, SEN e ROY, 2011).
Com relacdo a imunidade inata, foi demonstrado que os antimoniais podem induzir a
producdo de ON e EROs por macréfagos murinos infectados com amastigotas de L.

donovani e consequentemente promover a morte desses parasitos (MOOKERJEE
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BASU et al., 2006). Quanto a imunidade adaptativa, estudos em modelo murino de
LV tém mostrado que uma populacdo de células Thl é requerida para que 0s
antimoniais exercam efeito leishmanicida curativo (MURRAY et al., 1989).

Na impossibilidade de utilizacdo dos compostos a base de antimdnio, drogas
de segunda escolha podem ser utilizadas, como anfotericina B, pentamidina,
paromomicina e miltefosina (DE MORAIS et al., 2015). A estrutura quimica desses
compostos, bem como dos antimoniais pentavalentes estdo apresentadas na Figura
4.

A anfotericina B é um antifungico poliénico (VAKIL, FUJINAMI e SHAH, 2015)
gue pode ser usado, por via parenteral, para o tratamento da LC (BARBOSA et al.,
2015; VAKIL, FUJINAMI e SHAH, 2015), pois € efetiva em diferentes espécies de
Leishmania. Este medicamento apresenta eficacia acima de 90% (DE MENEZES et
al., 2015), entretanto, assim como 0s antimoniais, a anfotericina B possui elevada
toxicidade, podendo causar nefrotoxicidade, alteracbes cardiacas, hemdélise, danos
hepéticos, nauseas e febre (CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015), o que requer
hospitalizacdo do paciente (RAJASEKARAN e CHEN, 2015). A dose recomendada é
de 1 mg/Kg/dia, durante 15 a 20 dias, diariamente ou em dias alternados, por via
intravenosa (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; DE MENEZES et al., 2015;
RAJASEKARAN e CHEN, 2015), podendo se estender um pouco mais em casos de
LC mucosa (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O efeito leishmanicida da anfotericina
B é atribuido a sua ligacdo ao ergosterol presente na membrana plasméatica do
parasito, causando uma desorganizacado estrutural e criando poros na membrana
celular, o que ocasiona um desequilibrio ibnico e a consequente morte dos
protozoarios (BARBOSA et al., 2015; DE MORAIS et al., 2015).

No intuito de reduzir a toxicidade da anfotericina B, foram desenvolvidas
formulac@es lipidicas desses medicamentos, como, AmBisome®, uma formulacdo
lipossomal; Amphocil®, uma dispersao coloidal e Abelcet®, um complexo lipidico.
Essas formulacbes podem ser utilizadas para o tratamento da LC e apresentam
menor toxicidade ao individuo, quando comparado a anfotericina B ndo lipossomal,
entretanto, possuem custo elevado, o que limita a utilizacdo (CHAVEZ-FUMAGALLI
et al., 2015).

A pentamidina, outra droga leishmanicida de administracdo intravenosa ou
intramuscular (MINISTERIO DA SAUDE, 2014), tem apresentado resultados

favoraveis no indice de cura da LC, entretanto, esta eficacia tem se apresentado
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variavel, de acordo com a localizacdo geogréfica e as espécies envolvidas (MONGE-
MAILLO e LOPEZ-VELEZ, 2013). Além disso, a utilizacdo da pentamidina também é
inadequada como tratamento de primeira linha devido a sua elevada toxicidade
(CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015), podendo causar hiperglicemia, como resultado
de dano pancreatico e ainda, hipotensao, taquicardia (DE MENEZES et al., 2015),
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (KEVRIC, CAPPEL e KEELING, 2015). A dose
recomendada é de 4 mg/Kg/dia, em dias alternados, com um total de 3 a 10 doses, 0
que varia de acordo com a espécie envolvida (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
Acredita-se que a pentamidina atue causando danos irreversiveis a mitocondria, ao
cinetoplasto e ao DNA dos parasitos (BARBOSA et al., 2015).

A paromomicina, em sua forma injetavel, foi registrada em 2006 para tratar a
LV na india (SINHA et al, 2011). No Brasil, a administracdo intramuscular de
paromomicina, durante 14 dias, atingiu um indice de cura de mais de 90% no
tratamento de LC, entretanto, em outras regides a utilizacdo deste medicamento tem
apresentado baixa eficacia para tratar a LC, por isso € necessario a realizacdo de
mais estudos no intuito de determinar, com precisdo, a eficacia da paromomicina e
avaliar a sua utilizagdo como uma alternativa de tratamento dessas doencgas
(MONGE-MAILLO e LOPEZ-VELEZ, 2013). Além disso, este medicamento pode
causar nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e ototoxicidade (DE MENEZES et al.,
2015). A dose recomendada de paromomicina € de 15 mg/Kg/dia, durante 21 dias,
pela via intramuscular (RAJASEKARAN e CHEN, 2015), entretanto, para casos
menos complicados de LC, pode-se utilizar formulagbes contendo 15% de
paromomicina, pela via topica (KEVRIC, CAPPEL e KEELING, 2015). Acredita-se
gue a paramomicina atue inibindo a sintese de proteinas e alterando a
permeabilidade da membrana plasmatica do parasito. Além disso, tem-se mostrado
que a mitocondria também constitui um importante alvo desta droga (MALTEZOU,
2010), visto que a paromomicina causou diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial (AWm) de promastigotas de L. donovani (SINGH e SUNDAR, 2014).

A miltefosina, um composto com propriedade antitumoral (KEVRIC, CAPPEL
e KEELING, 2015), foi a primeira medicacao oral disponivel para o tratamento das
leishmanioses (VAKIL, FUJINAMI e SHAH, 2015). Foi primeiramente aprovada na
india para o tratamento da LV, no ano de 2002 (DORLO et al., 2012) e durante a
década passada até os dias atuais, tem sido utilizada em 14 paises para o
tratamento da LV e LC (VAKIL, FUJINAMI e SHAH, 2015). Entretanto, a eficacia da
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miltefosina no tratamento de LC parece ser dependente da espécie de Leishmania
envolvida, e inclusive apresenta variagées dentro de uma mesma espécie (COELHO
et al., 2016a). Em modelo murino, por exemplo, ocorreu recidiva da doenca apés o
tratamento, com miltefosina, de camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis (COELHO et al., 2016b) e L. braziliensis (COELHO et al., 2016a).
Morais-Teixeira et al. (2011) mostraram que para L. amazonensis, L. braziliensis, L.
guyanensis e L. chagasi, espécies de Leishmania presentes no Brasil, a miltefosina
tem apresentado baixo efeito, podendo-se esperar que altas doses deste composto
seriam necessarias para tratar pacientes infectados com essas espécies, quando
comparado ao efeito da miltefosina em L. donovani, espécie encontrada no “Velho
Mundo”. Além disso, a miltefosina possui uma série de efeitos adversos
gastrintestinais, como enjéo, nauseas, vomitos, diarréia (KEVRIC, CAPPEL e
KEELING, 2015) e tem mostrado ser teratogénica, ndo sendo, portanto
recomendada a sua utilizacdo por mulheres gravidas ou em idade fértil (GODINHO
et al., 2012). A dose recomendada de miltefosina € de 100 a 150 mg/dia, durante 28
dias, pela via oral (DE MENEZES et al., 2015). Parece que a miltefosina causa
perturbacdes no metabolismo lipidico de Leishmania, inibe a enzima citocromo C-
oxidase deste parasito, causando danos mitocondriais, exerce um efeito
imunomodulatério em células infectadas com amastigotas do protozoario (DORLO et
al., 2012) e induz morte celular por apoptose-like em promastigotas e amastigotas
de diferentes espécies de Leishmania (MARINHO et al., 2011; DORLO et al., 2012).
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1.4 Mecanismos de morte celular em organismos multicelulares e em

Leishmania

Em organismos multicelulares existem trés tipos principais de morte celular,
necrose, autofagia e apoptose, sendo que cada um desses tipos possui
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas distintas (RIBEIRO, 2011). Todos estes
processos sao muito melhor descritos em metazoarios do que em protozoarios.

A necrose é um tipo de morte celular classicamente considerada como nao
regulada e definida como uma morte celular prematura, sem a ocorréncia de
marcadores morfolégicos e moleculares de autofagia ou apoptose (GALLUZZI et al.,
2012; PROTO, COOMBS e MOTTRAN, 2013). Acredita-se que este tipo de morte
celular possa ocorrer em todos os tipos celulares (PROTO, COOMBS e MOTTRAN,
2013). Este processo é caracterizado pela ocorréncia de inchaco da célula e das
organelas celulares, como o reticulo endoplasmatico, lisossomos e mitocondria
(ELMORE, 2007), disfuncao mitocondrial (JAIN et al., 2013), ruptura da mitocéndria,
dos lisossomos e da membrana plasmatica da célula. Esta perda de integridade da
membrana plasmética resulta em liberagcdo do contetdo citoplasmatico, enviando
sinais quimiostéticos, com recrutamento de células inflamatérias (ELMORE, 2007), e
por este motivo esta forma de morte celular resulta em resposta inflamatéria com
injuria tecidual aguda (SMIRLIS et al., 2010). Contudo, hoje j4 se sabe que a
necrose também pode ocorrer de maneira regulada, sendo, portanto chamada de
necrose regulada ou necroptose (GALLUZZI et al.,, 2012). Este processo envolve
sinalizacdo através de receptor de morte e inibicdo de caspases, culminando na
morte celular com a presenca de caracteristicas de células necroticas (PROTO,
COOMBS e MOTTRAN, 2013). Este tipo de morte celular também ja foi descrito em
Leishmania, por exemplo, Ardestani et al. (2012) mostraram que compostos
derivados de tiadiazois causaram morte celular caracteristica de necrose em formas
promastigotas de L. major. Entretanto, poucos trabalhos tém mostrado este tipo de
morte celular em Leishmania.

A autofagia constitui um tipo de morte celular regulada, entretanto, na maioria
dos casos, este processo € uma resposta cito protetiva, ativada em células que
estdo sofrendo algum estresse, ou seja, € uma forma de autoprotecdo celular
(GALLUZZI et al., 2012; PROTO, COOMBS e MOTTRAN, 2013). Durante este

processo, a célula recicla os seus componentes intracelulares. Quando a autofagia é
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induzida, ocorre a formacdo de uma dupla membrana ao redor do contetdo celular
gque se deseja reciclar, resultando na formacdo de uma estrutura denominada
autofagossomo. Em seguida, ocorre a fusdo do autofagossomo ao lisossomo,
originando o autofagolisossomo, e no interior desta estrutura, o conteudo celular é
reciclado em componentes reutilizaveis, através da acdo de hidrolases &cidas
lisossomais (KIEL, 2010; JAIN et al., 2013). Os metabdlitos gerados por este
processo de degradacdo séo liberados no citosol para que entrem novamente no
processo metabdlico celular (JAIN et al., 2013). Uma caracteristica deste tipo de
morte celular € a ocorréncia de maci¢ca vacuolizacdo autofigica no citoplasma da
célula (SMIRLIS et al., 2010; GALLUZZI et al., 2012). Em Leishmania, ja foi descrito
gue este processo ndo somente pode acontecer, como também €& essencial durante
a diferenciacdo de promastigotas prociclicos em metaciclicos, no inseto vetor, assim
como no processo de conversdo de promastigotas metaciclicos em amastigotas, no
hospedeiro mamifero (BESTEIRO et al, 2006; KIEL, 2010). Foi também
demonstrado que o composto partenolide, um sesquiterpeno purificado da planta
Tanacetum parthenium, induziu morte celular autofagica em amastigotas axénicos
de L. amazonensis (TIUMAN et al.,, 2014) e Bera et al. (2003) motraram que
peptideos antimicrobianos causaram morte por autofagia em L. donovani.

A apoptose é um tipo de morte celular regulada, pois as células morrem
através de um processo de morte programada e com gasto de energia (ELMORE,
2007). Existem duas principais vias apoptoticas: via extrinseca ou mediada por
receptor e via intrinseca ou mitocondrial (CARMEN e SINAI, 2007).

A via extrinseca, para que ocorra, exige o engajamento entre receptores de
morte encontrados na superficie das membranas celulares e seus respectivos
ligantes (INDRAN et al., 2011). Esses receptores de morte pertencem a familia do
receptor do Fator de Necrose Tumoral (TNF) como, Receptor 1 do Fator de Necrose
Tumoral (TNFR1), CD95 (Fas) e receptores de Ligantes Indutores de Apoptose
Relacionados ao TNF (TRAIL) (ANDERA, 2009; INDRAN et al., 2011). Esses
receptores possuem um dominio extracelular, que interage com os ligantes e um
dominio intracelular, também denominado dominio de morte, que € responsavel pela
transmissdo dos sinais de morte da superficie da célula para o meio intracelular. A
ativacdo de qualquer um desses receptores leva ao recrutamento de proteinas para
dentro de um complexo sinalizador e indutor de morte (DISC) e este ativa uma

caspase iniciadora, a caspase 8. Esta protease, uma vez ativada, desencadeia a
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fase de execucdo de apoptose, através da ativacdo da caspase 3, uma caspase
executora (INDRAN et al., 2011).

A via intrinseca ocorre de maneira independente de receptor, mas pode ser
ativado por uma variedade de estimulos, que provocam alteracbes na
permeabilidade da membrana mitocondrial interna, o que ocasiona a perda do AWYm
e liberacdo de proteinas pré-apoptoéticas a partir da mitocondria. Essas proteinas
gue séo liberadas da mitocdndria podem pertencer a dois grupos. O primeiro grupo
consiste em Citocromo C, Smac/DIABLO e HtrA2/Omi. Citocromo C liga e ativa o
Fator 1 ativador de protease apoptoética (Apaf-1) e se liga também a procaspase 9,
formando um complexo chamado “apoptossomo”. A formagdo do mesmo leva a
ativacdo da procaspase 9 em caspase 9, o que desencadeia a ativacado da caspase
3. As proteinas Smac/DIABLO e HtrA2/Omi inibem as Proteinas Inibidoras de
Apoptose (IAPs) e com isso permitem a continuacdo de tal processo. O segundo
grupo de proteinas consiste em Fator Indutor de Apoptose (AIF), endonuclease G e
DNAse Ativada por Caspase (CAD), que sdo proteinas pré-apoptéticas e séo
liberadas como parte de um evento final de apoptose. AlIF e endonuclease G se
translocam para o nucleo e causam fragmentacdo de DNA. CAD também se
transloca para o nucleo, onde é clivada pela caspase 3 e com isso, também se torna
capaz de causar fragmentagcéo de DNA (ELMORE, 2007).

As vias extrinseca e intrinseca diferem entre si, mas culminam em um mesmo
ponto, que € a ativacdo de caspases executoras (caspases 3, 6 e 7) por caspases
iniciadoras (caspases 8 e 9). A caspase 3 € considerada a caspase executora de
maior importancia e a ativacdo da mesma desencadeia a ativagcédo de endonucleases
e proteases, responsaveis pelo processo de degradacdo observado durante a
apoptose. E ainda a caspase 3 responsavel pela desintegracéo da célula em corpos
apoptéticos (ELMORE, 2007). As caspases, uma vez ativadas, clivam filamentos de
actina, o que causa rompimento do citoesqueleto. Tal fato pode contribuir com o
processo de arredondamento e retracdo celular observados durante a apoptose
(ELMORE, 2007; RIBEIRO, 2011).

De maneira geral, varias horas sdo necessarias desde o inicio do processo de
morte celular até a fragmentacéao final da célula, sendo que a ordem de ocorréncia
dos eventos varia de acordo com o tipo celular, com o estimulo desencadeador e
com a via apoptoética desencadeada (ZIEGLER e GROSCURTH, 2004; RIBEIRO,
2011).
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Em organismos multicelulares, a apoptose € um processo essencial, pois o
seu desenvolvimento e homeostase sdo dependentes de extensa renovagao celular
(WANDERLEY et al., 2005). Em meados da década de 1990 foi descoberto que
parasitos protozoarios, como Leishmania e Trypanosoma podem sofrer morte celular
caracterizada pela ocorréncia de fatores que acontecem durante a apoptose em
células de mamiferos (PROTO, COOMBS e MOTTRAN, 2013). Nesses parasitos,
assim como ocorre em mamiferos, a apoptose é caracterizada pela geracdo de
EROs, alteracdo no AWm, exposicdo de fosfatidilserina na parte externa da
membrana plasmatica, fragmentacdo do DNA (GANNAVARAM e DEBRABANT,
2012), diminuicdo do volume da célula (retracéo celular), arredondamento celular e
manutencdo da integridade da membrana plasmética da célula (PROTO, COOMBS
e MOTTRAN, 2013).

A morte por apoptose em Leishmania tem sido associada a varios eventos
relacionados ao parasito ou a interacéo-parasito hospedeiro. E curioso ressaltar, por
exemplo, que tem sido detectada a ocorréncia de externalizagdo de fosfatidilserina
em neutréfilos infectados com Leishmania, o que sinaliza para fagocitos a
necessidade de ser fagocitado e com isso evita a ativacdo de uma resposta
inflamatéria (PROTO, COOMBS e MOTTRAN, 2013).

Alguns trabalhos também tem associado morte por apoptose em Leishmania
apos tratamento com diferentes compostos. Por exemplo, foi demonstrado que
miltefosina induz morte por apoptose em promastigotas de L. amazonensis
(MARINHO et al., 2011) e em promastigotas e amastigotas derivados de leséo de L.
donovani (VERMA e DEY, 2004). Sen et al. (2007) demonstraram que a artemisinina
causou morte celular apoptética de promastigotas de L. donovani. Sardar et al.
(2013) mostraram que a Spinigerina induziu apoptose em promastigotas de L.
donovani e Dutta et al. (2007) descreveram que o efeito do racemosideo A, uma
saponina esteroidal natural, em promastigotas de L. donovani foi mediado por
apoptose.

Apesar da apoptose em organismos unicelulares poder ser iniciada por uma
variedade de condicbes de estresse e as caracteristicas morfologicas serem
similares as que ocorrem em organismos multicelulares, a maior parte da maquinaria
molecular de unicelulares parece diferir da maquinaria de multicelulares. Por
exemplo, 0os genes para codificar as caspases sO estdo presentes em metazoarios.

Portanto, sabe-se que Leishmania n&o é capaz de produzir caspases, entretanto,
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sabe-se que codificam familiares proximos dessas proteases, as metacaspases,
assim como outros eucariotas ndo mamiferos. Além disso, tem sido sugerido que as
metacaspases podem realizar papéis biolégicos funcionalmente analogos aqueles
exercidos pelas caspases em metazoarios (KACZANOWSKI, SAJID e REECE,
2011). Em virtude dessas possiveis diferencas entre o processo apoptético em
metazodarios e protozoéarios, Kaczanowski, Sajid e Reece (2011) sugeriram um
mecanismo putativo para a ocorréncia de apoptose na maioria dos protozoarios
parasitas. De acordo com 0s autores, nesses organismos a apoptose € induzida por
proteases da familia das caspases e a execuc¢do do processo exige a liberacéo de
endonuclease G e AIF da mitocondria. As proteases de cisteina, semelhantes as
caspases, cortam moléculas e a fragmentacdo do DNA é provocada pelas DNAses,
Zenl e endonuclease G. Além disto, discute-se a presenca de fosfatidilserina na
membrana plasmatica de Leishmania e, com isto, o uso classico de marcadores
deste fosfolipideo, como a anexina (PROTO, COOMBS e MOTTRAN, 2013). Devido
a estas diferencas, alguns autores tém preferido usar, em Leishmania, a

terminologia "apoptose-like", e esta sera a adotada neste trabalho.

1.5 Resveratrol e complexos metalicos

O resveratrol, 3,5,4'-trihidroxiestilbeno (Figura 5), € um composto polifenélico
encontrado principalmente nas cascas de uvas vermelhas, amendoim e amoras
(DIAZ et al., 2016), e apresenta-se em concentracdes relativamente elevadas no
vinho tinto (0,1-14,3 mg/L) (SHANG et al., 2009). Esta substancia tem recebido
consideravel destaque na ultima década, em virtude das suas mdltiplas atividades
biolégicas (DIAZ et al., 2016), dentre as quais pode-se destacar a atividade
antioxidante (LEONARD et al., 2003; DIAZ et al., 2016), anti-inflamatoria (DIAZ et al.,
2016) e cardioprotetora (FRANKEL, WATERHOUSE e KINSELLA, 1993; LU e
SERRERO, 1999). Além disso, este composto tem também apresentado efeito
antitumoral, pois possui a habilidade de suprimir a proliferacdo de uma ampla
variedade de células tumorais, incluindo tumores de mama, prostata, estdbmago,
coélon, pancreas, tiredide, melanoma, carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco,
carcinoma de ovario e carcinoma cervical (AGGARWAL et al., 2004). Tem sido
também atribuido ao resveratrol o papel antimetastatico, inibindo a migracdo e
invasao de células tumorais (DERMANI et al., 2016; KIM, HWANG e CHOI, 2016).
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Figura 5: Estrutura quimica do resveratrol. Fonte: SON et al., 2007

Além dessas propriedades farmacoldgicas, o resveratrol tem mostrado
atividade em diferentes microorganismos, incluindo fungos (JUNG et al., 2005),
bactérias (CHAN, 2002) e virus (DOCHERTY et al., 1999). Além disso, apresentou
efeito antiparasitario em Trichinella spiralis (OZKOC et al., 2009), Trypanonosoma
evansi (NYUNT et al., 2012) e Plasmodium falciparum (SON et al., 2007).

O resveratrol também tem se mostrado efetivo em diferentes espécies de
Leishmania. Kedzierski et al. (2007) demonstraram o efeito do resveratrol em L.
major. Para promastigotas, foi obtida uma concentracdo inibitoria de 50% dos
parasitos (Clsg) de 45 pg/ml (196,9 uM), apdos 48 horas de tratamento. Para formas
amastigotas houve reducao do nimero de macréfagos infectados com L. major apés
0 mesmo tempo de tratamento, nas concentra¢des de 20, 40 e 45 pg/mL. Ainda com
relacdo a L. major, Lucas e Kolodziej (2013) mostraram que o resveratrol apresentou
moderada atividade em formas promastigotas e significativo efeito em amastigotas
intracelulares. Em L. amazonensis, foi demonstrado que o resveratrol foi efetivo
tanto em formas promastigotas, quanto em amastigotas intracelulares (FERREIRA et
al., 2014; MONZOTE et al., 2016). Em L. tarentolae o resveratrol foi efetivo em
promastigotas, com Clsg de 79,8 uM (MONZOTE et al., 2016). Além disso, Tolomeo
et al. (2013) avaliaram o mecanismo de acdo de um derivado de estilbeno em L.
infantum e verificaram que a morte dos parasitos foi compativel com apoptose-like.

Com relacdo a toxicidade do resveratrol, Kedzierski et al. (2007) mostraram
gue este composto ndo apresentou toxicidade em macréfagos ndo infectados até a

concentracéo de 45 pg/mL (196,9 uM), apos 48 horas de tratamento. De acordo com
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esses dados, Ferreira et al. (2014) verificaram que, o tratamento de 24 horas com
100 e 600 uM de resveratrol, ndo causou alteracbes em macréfagos peritoneais
murinos. Além disso, foi mostrado que o resveratrol € seguro e bem tolerado, em
doses de até 5 g/dia em seres humanos (PATEL et al., 2011; CARUANA, CAUCHI e
VASSALLO, 2016). Em contraste, Lucas e Kolodziej (2013) demostraram que 0
resveratrol foi téxico para macréfagos, com um Clso de 16,3 ug/mL (71,6 pM) apos
48 horas de incubacéo.

Além do resveratrol, compostos contendo ions metalicos também tem atraido
especial interesse. Esses compostos tém sido utilizados na medicina desde tempos
antigos, entretanto, 0 uso era restrito a quimioterapia antitumoral, com a utilizacéo
de compostos contendo platina (BENITEZ et al., 2011, CRAIG et al., 2012).
Atualmente, ja se sabe que compostos contendo diferentes metais também
apresentam efeito antitumoral, como complexos de cobre (SAINI et al., 2016;
ZHANG et al., 2016), de niquel (RAUF et al., 2015), de ruténio (MORRIS et al.,
2001), dentre outros.

Mais recentemente, os complexos metalicos tém sido explorados para
diversos fins terapéuticos, incluindo a terapia antiparasitaria (CABALLERO et al.,
2014). Saad et al. (2015) demonstraram que nanoparticulas de cobre causaram
significativa reducdo da viabilidade de cistos de Entamoeba histolytica e
nanoparticulas contendo prata reduziram significativamente a viabilidade de oocistos
de Cryptosporidium parvum. Com relacdo ao efeito de complexos metalicos em
Leishmania, foi demonstrado que complexos de platina possuem atividade
leishmanicida (NAVARRO et al., 2010; CARMO et al. 2011).

Compostos contendo ouro apresentaram significativa atividade antitumoral em
linhagens celulares de cancer de colon e de melanoma metastatico (CHAVES et al.,
2016). Em Leishmania, complexos de ouro apresentaram significante efeito em
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. infantum (PALOQUE et al.,
2015; CHAVES et al.,, 2016), bem como em promastigotas de L. braziliensis
(CHAVES et al., 2016). Além disso, foi mostrado por Colotti et al. (2013) que
compostos com ouro sdo potentes inibidores da enzima tripanotiona redutase de L.
infantum.

Moléculas complexadas a vanadio também tem apresentado efeito
antitumoral em linhagem celular de cancer de pulméo, sendo que este efeito esta

relacionado a inducdo de estresse oxidativo (MEDINA et al., 2017). Compostos
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contendo o metal vanadio apresentaram efeito leishmanicida em L. tarentolae,
espécie de Leishmania que infecta répteis (CHRISTENSEN et al., 2016). Em
espécies de Leishmania capazes de infectar o homem, também j& foi demonstrado o
efeito de complexos de vanadio. Adriazola et al. (2014), por exemplo, mostraram que
um complexo de vanadio apresentou significativo efeito em amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, enquanto Benitez et al. (2013) verificaram a
efetividade de um composto contendo vanadio em promastigotas de L. major, e
associaram este efeito a capacidade de interacdo desta molécula com o DNA do
parasito. Além disso, também foi demonstrado significativo efeito do tratamento, com
complexos de vanadio, de camundongos infectados com L. major e L. donovani. Foi
relatado que esses tratamentos reduziram a carga parasitaria dos animais
infectados, bem com reduziram o processo patologico relacionado as leishmanioses
(MATTE et al., 2000).

Finalizando, é possivel perceber que a LC € um complexo de doencgas de
importancia clinica e epidemioldgica e o tratamento da mesma € marcado por uma
série de dificuldades. Tendo isto em vista e considerando as importantes atividades
biolégicas apresentadas pelo resveratrol, bem como por compostos complexados a
metais, este trabalho avaliou o efeito leishmanicida de doze compostos sintéticos
bioisdsteros do resveratrol e seus complexos metélicos (complexos de ouro e
vanadio) em formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis
e L. major, além de ter sido avaliada a toxicidade em células de mamiferos. Em
seguida, foi selecionado um composto efetivo e seletivo em ambas as formas do
parasito, no intuito de estudar in vitro o mecanismo de morte causado pelo
tratamento, bem como avaliar sua atividade leishmanicida in vivo em modelo

experimental murino de LC.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos citotoxicos, in vitro, de bioisGsteros do resveratrol e seus
complexos metalicos, em formas promastigotas e amastigotas de Leishmania sp. e
em células de mamiferos. Selecionar o composto mais efetivo e seletivo em
Leishmania sp, para avaliar seu mecanismo de ac¢ao anti-protozoarica in vitro e seu

efeito leishmanicida in vivo.

2.2 Objetivos especificos

Em relacéo aos bioisosteros do resveratrol e seus complexos metalicos:

e Avaliar o efeito de bioisésteros do resveratrol e seus complexos metalicos em
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis, L.
braziliensis e L. major, bem como em células de mamiferos, utilizando
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c;

e Avaliar a relacdo entre estrutura e atividade dos bioisosteros do resveratrol e
seus complexos metalicos;

e Determinar a seletividade dos compostos sobre promastigotas e amastigotas
intracelulares em relacéo a célula hospedeira, bem como a especificidade dos
compostos sobre os diferentes estagios do parasito;

e Selecionar um composto efetivo e seletivo em Leishmania sp. e que possua

sintese financeiramente acessivel.

Em relagéo ao composto selecionado:

e Complementar os estudos de toxicidade em células de mamiferos, utilizando
outra linhagem celular, eritrocitos humanos;
e Avaliar o mecanismo envolvido na morte de promastigotas de Leishmania: (1)

apoptose-like, (2) necrose ou (3) autofagia; por meio da analise dos seguintes
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parametros: ultraestrutura, AWm, producdo de EROs, acumulo de corpos
lipidicos, aspecto morfologico, volume celular, tamanho das células,
integridade da membrana plasmética, externalizacdo de residuos de
fosfaditilserina, fragmentacdo do DNA, ciclo celular e formacéo de vacuolos
autofagicos;

Avaliar se o efeito do composto em promastigotas de Leishmania é reversivel
ou irreversivel;

Avaliar o efeito em amastigotas extracelulares de Leishmania;

Verificar a ocorréncia de apoptose-like em amastigotas intracelulares de
Leishmania, por meio da avaliacao da fragmentacdo do DNA;

Avaliar o efeito modulador de resposta celular, por meio da determinacao dos
niveis de EROs e de ON em macréfagos infectados com Leishmania e em
macrofagos néo infectados;

Avaliar o efeito leishmanicida in vivo, sobre a LC murina experimental.
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3 MATERIAL E METODOS

No intuito de facilitar o entendimento deste trabalho foi feito um delineamento
experimental, o qual est4 representado na Figura 6.

12 compostos sintéticos
(Bioisosteros do Resveratrol)

_
I | |
Toxicidade em células de i .
Promastigotas de mamiferos (macréfagos Amastigotas intracelulares
Leishmania sp. peritoneais de camundongos de Leishmania sp.
BALBIc)

Escolha de um composto: sintese financeiramente acessivel, efetivo e seletivo em promastigotas e amastigotas de Leishmania

Externalizacdo de fosfatidilserina
Fragmentacdo de DNA,

Ciclo celular,

Formac&o de vacuolos autofagicos

Estudos complementares de toxicidade Mecanismo de agdo em promastigotas Mecanismo de ag&o em amastigotas
em células de mamiferos: intracelulares
Apoptose X Necrose X Autofagia

+ Ernitrocitos humanos, + Fragmentacdo de DNA,

« Células Vero + Ultraestrutura, + Produgdo de EROs e ON por macréfagos
o AWm, infectados
» Producdo de EROs,
+ Acumulo de lipideos neutros, | Efeito em amastigotas axénicos I
= Morfologia, tamanho e volume celular,
« Integridade da Membrana Plasmatica, | Atividade leishmanicida in vivo |

Efeito reversivel ou irreversivel?

Figura 6: Delineamento experimental do trabalho. Doze compostos sintéticos bioisésteros do
resveratrol foram testados em formas promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania sp. e
em macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Em seguida, foi selecionado um composto de
sintese financeiramente acessivel, efetivo e seletivo em ambas as formas do parasito. Este composto
teve sua toxicidade avaliada em eritrécitos humanos, no intuito de complementar seus dados de
toxicidade em células de mamiferos. Além disso, este composto teve seu mecanismo de acao
avaliado em promastigotas de Leishmania, com avaliagdo da ultraestrutura, AWm, producdo de
EROs, acumulo de lipideos neutros, morfologia, tamanho e volume celular, integridade da membrana
plasmética, fragmentacdo de DNA, externalizacdo de fosfatidilserina, ciclo celular e formacdo de
vacuolos autofagicos, com o objetivo de definir o mecanismo de morte celular (apoptose, necrose ou
autofagia). Ainda em formas promastigotas, foi avaliado se o efeito do composto foi reversivel ou
irreversivel. Em amastigotas intracelulares de Leishmania, foi avaliada a fragmentacdo de DNA e a
producéo de EROs e ON por macréfagos infectados e ainda foi avaliado o efeito deste composto em
amastigotas axénicos. Finalmente, foi determinado o efeito do composto selecionado em modelo de
LC murina (teste in vivo).
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3.1 Reagentes e Equipamentos

Hemina bovina (cédigo H9039), acido folico (F7876), solucdo de Penicilina
10.000 U.l./mL + Estreptomicina 10 mg/mL (P4333), MTT (M5655), DMSO (D5879),
JC-1 (T4069), rodamina 123 (R8004), FCCP (C2920), Nile Red (19123), iodeto de
propideo  (PI) (P4864), poli-L-lisina  (P9155), ribonuclease (R6513),
monodansilcadaverina (MDC) (30432), lipopolissacarideo (LPS) (L2654) e N-1-
diidrocloreto de naftiletilenodiamina (N9125) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, EUA). L-glutamina (365), isopropanol (139), &acido cloridrico (HCI)
(154), D-glicose (221), hepes &cido (1577), sulfanilamida (216) e o &acido fosférico
(1529) foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Meio BHI (M210), meio
tioglicolato (M0O09) e meio 199 (AT014) foram adquiridos da Himedia (Mumbai,
Maharashtra, india). Soro bovino fetal (SBF) (000063), RPMI-1640 (0010) e tripsina
(001057) foram obtidos da Cultilab (Campinas, SP, Brasil). Alcool etilico absoluto
(3345-64), paraformaldeido (PA) (1837) e Triton X 100 (1000) foram adquiridos da
Dinamica (Diadema, SP, Brasil). H,DCFDA (D399), anexina V-FITC (A13199) e
antifade (Prolong® Gold Antifade, cédigo P36930) foram obtidos da Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA. Giemsa (000619) foi adquirido da Doles
(Goiania, GO, Brasil), acetona (02595) da Neon (Sao Paulo, SP, Brasil), xilol (4518)
da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), tubos contendo EDTA (50081) da Labor Import
(Osasco, SP, Brasil), DMEM (BR30003.05) da LGC Biotecnologia (Cotia, SP, Brasil),
Mitotracker® Red CM-H2XROS (M7513) da Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA),
DAPI (sc-3598) da Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA), DNase (DNase |
- Rnase free, cédigo M0303S) da BioLabs (Ipswich, Massachusetts, EUA), azul de
tripan (195532) da MP Biomedicals (Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil), L-cisteina
(3020) da INLAB (Séo Paulo, SP, Brasil), bicarbonato de sodio (302) da ISOFAR
(Campos Eliseos, RJ, Brasil) e citrato de sodio (C1033.01.AH) da LABSYNTH,
(Diadema, SP, Brasil). Dois kits TUNEL foram utilizados: DeadEnd™ Fluorimetric
TUNEL System (G3250) obtido da Promega (Madison, Wisconsin, EUA) e Kkit
comercial de Deteccdo de morte celular in situ, fluoresceina (codigo 11684795910)
adquirido da Roche, (Basileia, Suica). Os kits de diagndstico colorimétrico
laboratorial para dosagem de AST, ALT, GGT e creatinina foram obtidos da Labtest
(Lagoa Santa, MG, Brasil).


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=667&q=carlsbad&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiF1kUp6npZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSrWmve6Kdz946I1T64kb_72S-YVv3QKAHDwmgFhAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIoBEJsTKAEwDmoVChMIvLGV_q64xwIVwo2QCh24Agx6
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=667&q=california&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgwsHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIHiG2YZ16opZWdbKWfX5SemJdZlViSmZ-HwrHKSE1MKSxNLCpJLSo-9GuRaiSL_N-PXgdL-Hla7v5v3dwJAFQmsKhhAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIsBEJsTKAIwDmoVChMIvLGV_q64xwIVwo2QCh24Agx6
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=667&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDgysHnxCXfq6-gUlVRUp8rhIniG2ZbF5uoKWVnWyln1-UnpiXWZVYkpmfh8KxykhNTCksTSwqSS0q7jPWEmb5n8d0U-rVidytkt43JfgNARQkEXhiAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0CIwBEJsTKAMwDmoVChMIvLGV_q64xwIVwo2QCh24Agx6
https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=662&q=Basileia+Su%C3%AD%C3%A7a&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MMqrzDZT4gAxDbNN0rS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQCuCC6JQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwip_ILK9pPPAhUDiZAKHeAYDqMQmxMIfSgBMBE
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Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: espectrofotdbmetros (Multiskan
EX —Thermo Electron Corporation, Waltham, Massachusetts, EUA e SpectraMax 190,
Molecular Devices, Sunnyvale, Califérnia, EUA); espectrofluorimetro FLx800 (BioTek
Instruments, Winooski, Vermont, EUA); citbmetro de fluxo FACsCanto Il (Becton
Dickinson, Rutherford, NJ, EUA), equipado com DIVA software (Joseph Trotter,
Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA); microscopio de fluorescéncia
Olympus BX53 (Shinjuku, Toquio, Japdo); camera fotografica Olympus DP73
(Shinjuku, Téquio, Japao); microseringa de vidro (modelo 705, Hamilton Company,
Reno, Nevada, EUA); paquimetro digital (Digimess, S&o Paulo, SP, Brasil),
microscoépio invertido Eclipse TS 100 (Nikon, Minato, Téquio, Japdo) e microscépio
eletrénico de transmissao (JEOL JEM 1400, JEOL, Akishima, Toquio, Japao).

3.2 Compostos Sintéticos

Neste trabalho foram testados 12 compostos sintéticos, bioisésteros do
resveratrol, sendo que destes, cinco compostos ndo apresentam metais em sua
estrutura (compostos de 1-5), quatro compostos sao complexados a atomos de ouro
(compostos 6-9) e trés compostos sdo complexados a atomos de vanadio
(compostos 10-12). Todas as moléculas testadas foram sintetizadas pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Adilson David da Silva e complexadas pelo grupo de pesquisa
do Prof. Dr. Alexandre Cuim, ambos do Departamento de Quimica do Instituto de
Ciéncias Exatas, da Universidade Federal de Juiz de Fora. Foram ainda testados os
metais, ouro e vanadio, utilizados na sintese dos complexos metélicos e o
resveratrol procedente de trés origens diferentes, denominados aqui neste trabalho
de Resveratrol 1 (codigo R5010, pureza = 99%, adquirido da Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), Resveratrol 2 (codigo 10991, pureza = 99%, obtido da
Fagron, Sdo Paulo, SP, Brasil) e Resveratrol 3 (cédigo 501-36-0, extrato de
resveratrol a 8%, adquirido da Galena, Campinas, SP, Brasil). Na Tabela 1 constam
a estrutura quimica e o nome de cada composto testado neste trabalho. Miltefosina
(c6digo 0445218-7, obtida da Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Michigan,
EUA) e Anfotericina B (codigo 212290-1/11, obtida da Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brasil)

foram utilizados como farmacos de referéncia.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=662&q=Sunnyvale+Calif%C3%B3rnia&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3yDDJsSxW4gAxi8zS0rS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDR3EitQwAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwi0vvqEpsTRAhUKjJAKHXMrBHYQmxMIfSgBMBA
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Tabela 1: Estrutura quimica e nome dos bioisdsteros do resveratrol e seus complexos metalicos.

Composto Estrutura Quimica Nome
N
N,\o_
(O/ 1,2-N,N*bis[p-nitro-
1 C[Nl benzilideno]fenilenodiamina
- I
e
o
2 I 1,2-N,N"-bis (benzilideno)
@: fenilenodiamina
N
T
=
-~
3 Lo 1,2-N,N*bis [o-hidroxi-benzilideno]
Ej. on fenilenodiamina
|
drﬂ'l:
= 2-(4-metoxifenil)-1-[(4-metoxifenil)
N
metil]-1H-benzimidazol
4 - o
| - />_< >_°
n M
5 S — 2-fenil-1-(fenilmetil)-1H-benzimidazol
Py
;
\ */CI i _ i _nNi _
6 CEN/A“\Q o Cloreto de {[o-N,N*-bis [(p-nitro

benzilideno] fenilenodiamina] bis
(clorido) ouro(lll)}
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Continuacdo da tabela 1: Estrutura quimica e nome dos bioisésteros do resveratrol e seus
complexos metalicos.

Composto Estrutura Quimica Nome

7 Ol o {Tris-clorido[2-(4-metoxifenil)-1-[(4-

\/cl metoxifenil)metil)benzimidazollouro(lll)}
CI/Au
\
8 C[N/F@ {Tris-clorido [2-fenil-1-(fenilmetil)
\Au/C' benzimidazol] ouro(lll)}
—

i
Q {clorido [2-fenil-1-(fenilmetil)
"

— benzimidazol] ouro(l)}

1]
10 C[ >i/ B Sulfato de Bis [1,2-N,N*Bis
J (benzilideno) fenilenodiamina] oxo-
kR vanadio(VI)

| i 1,2-N,N™*bis [(o-hidroxi-benzilideno]
N o
E:[ N/ fenilenodiamina
11 AR
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Continuacdo da tabela 1: Estrutura quimica e nome dos bioisésteros do resveratrol e seus
complexos metalicos.

Composto Estrutura Quimica Nome

(@ Q T Sulfato de [1,2-N,N™bis [(p-nitro-

benzilideno] fenilenodiamina] oxo-
12 C[ \H / j@ SOAZV ] ]

h @) vanadio(lV)

3.3 Cultivo e manutencao da infectividade das cepas de Leishmania sp.

Formas promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas
em meio Warren (infusdo de coracdo e cérebro bovino - meio BHI, acrescido de
hemina e acido félico) e formas promastigotas de L. braziliensis
(MHOM/Br/75/M2903) e L. major (MRHO/SU/59/P) foram cultivadas em meio BHI
contendo L-glutamina e urina masculina estéril. Os meios foram suplementados com
10% SBF e 0,1% de solucdo de Penicilina/Estreptomicina e os parasitos foram
mantidos a 25°C. Formas amastigotas de Leishmania sp. foram constantemente
isoladas a partir de lesbes de camundongos BALB/c e 0os promastigotas mantidos in
vitro com repiques realizados 2 vezes por semana.

Para a manutencdo da infectividade das cepas de Leishmania foram
utilizados camundongos BALB/c, fémeas, com cerca de 4 a 6 semanas de idade.
Para L. amazonensis e L. major, foram inoculados, na pata traseira direita de cada
animal, 30 ul de uma solucdo de PBS contendo 2 x 10° formas promastigotas. Para
L. braziliensis foram inoculados, na orelha direita de cada animal, 10 ul de uma
solucdo de PBS contendo 10 x 10° formas promastigotas. A infeccdo dos
camundongos foi realizada com os parasitos na fase estacionaria da curva de
crescimento, visto que nesta fase de cultura esta estabelecido que existe maior
namero de parasitos infectivos (SACKS, HIENY e SHER, 1985; HOWARD SAYERS
e MILES, 1987). A puncédo foi realizada nas lesdes apds aproximadamente seis

semanas de infeccdo com a retirada de formas amastigotas, que em seguida foram


http://www.jimmunol.org/search?author1=D+L+Sacks&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jimmunol.org/search?author1=S+Hieny&sortspec=date&submit=Submit
http://www.jimmunol.org/search?author1=A+Sher&sortspec=date&submit=Submit

47

colocadas em seus respectivos meios de cultura, suplementados com 20% de SBF e
1% de penicilina/estreptomicina e mantidas a 25°C, para que houvesse a converséo
das formas amastigotas em promastigotas. A partir de entdo, as formas promastigotas

foram cultivadas em seus respectivos meios de cultura, como descrito anteriormente.

3.4 Avaliacao da toxicidade dos compostos em promastigotas de Leishmania

sp.

A atividade antipromastigota foi realizada de acordo com o método
colorimétrico do brometto de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT),
baseado na reducdo do tetrazolio sédico em formazan, pelas desidrogenases
mitocondrais de células vivas (MOSSMAN, 1983).

O protocolo foi realizado de acordo com Machado et al. (2012). As formas
promastigotas, em fase logaritmica de crescimento, apés contagem em camara de
Neubauer, foram distribuidas em placas de 96 pocos na concentracdo de 2 x 10°
células/mL para L. amazonensis e 3 x 10° células/mL para L. braziliensis e L. major. Os
compostos foram adicionados em concentragdes variadas (100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,12; 1,56 e 0,78 uM) apos diluicdo em dimetilsulfoxido (DMSO), sendo que a
concentracdo maxima de DMSO usada foi de 0,03%, concentracdo esta que nao se
mostrou téxica aos parasitos. Os testes foram realizados em duplicatas, no qual em
alguns pocos néo houve adicdo de compostos (controle). Apds 72 horas de incubacéo
em estufa a 25°C, foram adicionados 10 uL de MTT a 5 mg/mL em cada poco e as
placas foram novamente incubadas durante 4 horas a 25°C. A reac&o foi interrompida
pela adicdo de 100 pL de isopropanol/HCI (solucdo a 0,7%) e lida em
espectrofotdbmetro (Multiskan EX) a 570 nm. Os resultados foram calculados como
porcentagem de inibicdo do crescimento dos promastigotas em relagcdo ao controle. Foi
entdo determinado o Clso de cada molécula, que representa a concentracdo molar que
inibe 50% do crescimento celular. O Cls, foi calculado com o auxilio do programa

GraFit5. Miltefosina e Anfotericina B foram utilizadas como farmacos de referéncia.
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3.5 Avaliacdo da toxicidade dos compostos em macri6fagos peritoneais de
camundongos BALB/c

Para a analise da toxicidade dos compostos em células de mamiferos, o
protocolo foi baseado no descrito por Carmo et al. (2011). Foram utilizados
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, obtidos apés prévia inoculagédo
intraperitoneal de 2 mL de tioglicolato 3%, 72 horas antes da eutanasia. Os
camundongos foram eutanasiados para a realizacdo do lavado peritoneal, onde
foram injetados, no peritonio de cada animal, 6 mL de solu¢do de Hank’s estéril,
sendo que em cada camundongo o processo foi repetido para recuperar um maior
namero de células. A solucdo obtida do lavado peritoneal foi centrifugada a 1000
rpom (centrifuga Thermo Fisher Scientific D37520) por 10 minutos, e as céulas foram
ressuspendidas em meio RPMI-1640 e contadas em camara de Neubauer. Apés a
contagem, as células foram suspensas em meio RPMI-1640, suplementado com
10% de SBF e 0,5% de penicilina/estreptomicina, na concentracdo de 2 x 10°
células/mL e foram transferidas para placas de 96 poc¢os. As placas permaneceram
por 16 horas em estufa com 5% de dioxido de carbono (CO,) a 33°C, para a adesao
dos macréfagos. Em seguida, cada poco foi lavado com PBS estéril para a retirada
das células ndo aderidas e os compostos, apés diluicio em DMSO, foram
adicionados em diferentes concentracdes (150; 75; 37,5; 18,75; 9,37; 4,69 e 2,34
UM) sendo que a maxima concentracao utilizada deste solvente foi de 0,05%, que
ndo se mostrou toxica as células. As placas foram transferidas novamente para
estufa com 5% de CO, a 33°C, onde permaneceram por 72 horas. Posteriormente,
foram adicionados, em cada poco, 10 uL de MTT (MOSSMAN, 1983) a 5 mg/mL.
Apbs 2 horas, a reacgdo foi interrompida pela adicdo de 100 uL de isopropanol/HCI
(solucdo a 0,7%) e a leitura foi realizada em espectrofotometro (Multiskan EX) a 570
nm. Os testes foram realizados em duplicatas e em alguns poc¢os ndo houve adicéo de
compostos (controle). Os resultados foram calculados como porcentagem de morte
dos macréfagos em relagéo ao controle. Foi entdo determinado o CCsp (concentragéo
citotoxica que mata 50% das ceélulas) de cada composto com o auxilio do programa
GraFit5. A miltefosina e a anfotericina B foram utilizadas como farmacos de

referéncia.
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3.6 Avaliacao da toxicidade dos compostos em amastigotas intracelulares de
Leishmania sp.

Para a andlise da toxicidade dos compostos em amastigotas intracelulares de
Leishmania sp., o protocolo foi baseado no descrito por Machado et al. (2012) e
foram utilizados macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, obtidos como
descrito anteriormente na secdo 3.5. ApoOs centrifugacdo da solucdo obtida do
lavado peritoneal, as células foram contadas e distribuidas sobre laminulas de vidro
de 13 milimetros de diametro, em placas de 24 pocos, onde em cada poco foram
adicionados 300 uL de suspens&o celular, na concentracdo de 2 x 10° células/mL, em
meio RPMI-1640 contendo 10% SBF e 0,5% de penicilina/estreptomicina. As placas
foram transferidas para estufa com 5% de CO, a 33°C para que os macrofagos
aderissem as laminulas. Apés 16 horas, as células foram lavadas com PBS estéril,
para a retirada dos macrofagos ndo aderidos e foram infectadas com promastigotas
de Leishmania sp., em fase estacionaria de crescimento (razdo de 10 promastigotas:
1 macréfago). As placas foram colocadas em estufa com 5% de CO; a 33°C e apés
4 horas de interacdo, cada poco foi lavado com PBS estéril, para a retirada dos
parasitos que nao foram fagocitados. Os compostos, apés diluicdo em DMSO, foram
adicionados em diferentes concentracdes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78
HUM). A concentragdo maxima de DMSO usada neste teste foi de 0,03%, que ndo se
mostrou téxica as células presentes. Apds 72 horas de tratamento, em estufa com
5% de CO,a 33°C, as laminulas foram retiradas, as células foram fixadas com éalcool
etilico absoluto, coradas com Giemsa e desidratadas em bateria de acetona/xilol, na
seguinte sequéncia: acetona 100%; acetona 90%/xilol 10%; acetona 50%/xilol 50%;
acetona 10%/xilol 90% e xilol 100%. Em seguida, as laminulas foram colocadas
sobre laminas. Cada teste foi realizado em duplicata. A miltefosina e a anfotericina B
foram utilizadas como farmacos de referéncia.

O efeito antiparasitario dos compostos em formas amastigotas intracelulares
de Leishmania foi avaliado a partir da contagem dessas formas dentro dos
macréfagos parasitados em relacdo ao controle (macrofagos infectados sem a
adicdo de compostos). Foram contados um total de 100 macréfagos infectados em
cada laminula, bem como os amastigotas intracelulares e as células néo infectadas
presentes nos campos correspondentes. Os resultados foram calculados como

porcentagem de inibicdo da carga global de amastigotas em relacdo ao controle. A
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partir desse teste de viabilidade foi determinado o Clso de cada molécula, com o auxilio

do programa Probit.

3.7 Determinacdo do indice de seletividade (InSe) e do indice de especificidade

(InEs) dos compostos

O InSe tem como objetivo determinar a seletividade de toxidez dos compostos
sobre as formas parasitarias (promastigotas e amastigotas) quando comparadas as
células de mamiferos (macréfagos peritoneais). O InSe € calculado pela razéo entre
0 CCso em macroéfagos peritoneais e o Clsg em formas promastigotas ou amastigotas
de Leishmania (MUYLDER et al., 2011).

O InEs tem como objetivo determinar a especificidade dos compostos nos
dois estagios do parasito, promastigotas e amastigotas. O InEs é calculado pela
razdo entre o Clsp em formas promastigotas de Leishmania e o Clsp em formas
amastigotas de Leishmania (MUYLDER et al., 2011).

3.8 Avaliacdo da toxicidade do composto 11 (VOSalophen) em eritrécitos

humanos

A atividade hemolitica de VOSalophen foi realizada de acordo com Wang et
al. (2010), com pequenas modificacdes. Inicialmente, foi coletado cerca de 6 mL de
sangue total (grupo B, Rh-positivo) de um doador saudavel, em tubo contendo
EDTA. O sangue foi transferido para um tubo de centrifugacéo estéril e centrifugado
a 1500 rpm (centrifuga Thermo Fisher Scientific D37520, ano 2011) por 5 minutos. O
plasma foi descartado, assim como a camada branca, correspondente aos
leucécitos. Os eritrocitos foram lavados 4 vezes com PBS e foi realizada a diluicéo
dessas células, originando uma solucdo de 50% de eritrécitos, que foi estocada em
geladeira. A partir desta, foi preparada uma solucdo de 1% de células e esta foi
distribuida em tubos cbnicos de 1,5 mL, onde o composto VOSalophen foi
adicionado, em diferentes concentracbes. VOSalophen foi previamente diluido em
DMSO, sendo que a maxima concentragdo utilizada desta substancia foi de 0,05%,
que ndo apresentou toxicidade para os eritrocitos. Apos 24 horas de incubacéo, os
tubos foram centrifugados a 2000 rpm (centrifugaThermo Fisher Scientific D37520,

ano 2011) por 1 minuto e 100 pl do sobrenadante foram coletados e transferidos
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para placas de 96 pocos. A lise de hemacias foi determinada pela concentracdo de
hemoglobina presente no sobrenadante das células. A absorbancia do sobrenadante
foi mensurada em espectrofotdbmetro (Multiskan EX) a 540 nm. Foram adicionados
controles negativo e positivo, representados por PBS puro e saponina 0,2% em agua
deionizada, respectivamente. A porcentagem de hemolise foi calculada pela formula:
% hemolise = (Média da absorbancia dos tratados — Média da absorbancia controle
negativo/ Média da absorbancia controle positivo) x 100. Em paralelo, foi também

avaliada a atividade hemolitica do resveratrol 1 e da Anfotericina B.

3.9 Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial (AWm) de

promastigotas de L. amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

O AWm de promastigotas de L. amazonensis tratadas com VOSalophen foi
avaliado utilizando trés marcadores fluorescentes distintos, o JC-1, o Mitotracker®
Red CM-H2XROS e a rodamina 123.

O JC-1 é um marcador fluorescente que penetra nas células e emite niveis
variados de fluorescéncia vermelha ou verde, dependendo do estado funcional da
mitocondria. Em células com mitocondrias normais, o JC-1 entra na mitocondria e
forma agregados, emitindo fluorescéncia vermelha. J& em células com o AWm
alterado, o JC-1 permanece no citoplasma e emite fluorescéncia verde (RIBEIRO et
al., 2013). O protocolo foi desenvolvido de acordo com Ribeiro et al. (2013) com
pequenas modificacdes: promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de
crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen por 3, 6 e 24
horas, a 25°C. Essas concentracdes utilizadas correspondem a 4 e 8 vezes 0 Clsg
deste composto em promastigotas de L. amazonensis ap0s 72 horas de tratamento.
As células foram lavadas com PBS, a concentracéo celular foi ajustada para 5 x 10°
promastigotas em 1mL solugdo de Hank’s e foram incubadas com 10 pg/mL de JC-1
por 20 minutos a 37°C, no escuro. Apés incubacédo, os promastigotas foram lavados
trés vezes com solucdo de Hank’s e ressuspendidos em 1mL desta mesma solugao.
Foram entdo transferidos, 200 ul da solucdo contendo os parasitos para placas
negras de 96 pocos, de fundo transparente. A leitura foi realizada em
espectrofluorimetro  (FLx800) wusando o0s comprimentos de onda de

excitacdo/emissdo de 485/528 nm (fluorescéncia verde) and 485/600 nm
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(fluorescéncia vermelha). A razao entre as fluorescéncias vermelha/verde representa
o AWm. Miltefosina foi utilizada como controle positivo.

O Mitotracker® Red CM-H2XROS é uma substancia néo fluorescente, que ao
penetrar em células vivas, sofre oxidacdo e passa a emitir fluorescéncia vermelha.
Este fluoroforo difunde-se através da membrana plasmatica das células e se
acumula em mitocéndrias ativas, sendo que este acumulo é dependente do AWYm
(MESQUITA, 2013). O protocolo foi realizado de acordo com Mesquita (2013) com
pequenas modificacdes: promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de
crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen por 24 horas,
a 25°C. Apds o tratamento, as células foram lavadas com PBS e 5 x 10° células
foram transferidas para microtubos cénicos de 1,5 mL. Os promastigotas foram
incubados com 500 nM de Mitotracker por 40 minutos a 25°C, no escuro. Apés este
periodo, os promastigotas foram lavados trés vezes com PBS e ressuspendidos em
1 mL desta mesma solu¢do. Foram entéo transferidos, 200 pl da solu¢cdo contendo
0s parasitos para placas negras de 96 pocos, de fundo transparente. A intensidade
de fluorescéncia foi mensurada usando um espectrofluorimetro (FLx800), a 540 nm
de excitacdo e 600 nm de emissao. Miltefosina e FCCP foram utilizados como
controle positivo.

A rodamina 123 € um marcador fluorescente que se acumula dentro de
mitocondrias (LAZARIN-BIDOIA el al., 2013), sendo que este acimulo é dependente
do AWm, ou seja, quanto maior a alteracdo do AWm, menor é o acumulo deste
marcador na mitocondria (RIBEIRO, 2011). O protocolo foi realizado de acordo com
Ribeiro et al. (2013), com modifica¢des: promastigotas de L. amazonensis, em fase
logaritmica de crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen
por 24 horas, a 25°C. As células foram lavadas com PBS e incubadas com 0,5
png/mL de rodamina 123 por 20 minutos a temperatura ambiente e no escuro. A
leitura foi realizada em citbmetro de fluxo FACSCanto Il equipado com DIVA
software. Um total de 10.000 eventos foram adquiridos usando canal FITC.
Alteracdes na intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 foram quantificadas
através do Indice de Variacéo (IV), que é obtido pela equacéo (MT-MC)/MC, onde
MT é a mediana de fluorescéncia dos parasitos tratados e MC € a mediana de
parasitos nao tratados (controle). De acordo com Menna-Barreto et al. (2009) e
Ribeiro (2011), valores de IV negativos correspondem a despolarizacdo da

membrana mitocondrial. Miltefosina foi utilizada como controle positivo.
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3.10 Determinacdo dos niveis de Espécies Reativas do Oxigénio (EROs) em
promastigotas de L. amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

Os niveis de EROs intracelular foram determinados usando 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA), uma substancia nao fluorescente,
porém quando oxidado, na presenca de EROs, se converte em diclorofluoresceina,
um composto altamente fluorescente (SARDAR et al., 2013). De acordo com
Chandrasekaran et al. (2013) foi realizado o protocolo, com algumas modificacfes:
promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de crescimento, foram
tratadas ou ndo com 27 e 53 pM de VOSalophen por 3, 6 e 24 horas, a 25°C. As
células foram lavadas com PBS e a concentracdo dos parasitos foi ajustada para 20
x 10° células em 200 pl de PBS, em placas negras de 96 pocos, de fundo
transparente. Em cada poco foram adicionados 4 ul de uma solucdo de H,DCFDA a
1 mM e as células foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente, no
escuro. A intensidade de fluorescéncia foi mensurada usando um
espectrofluorimetro (FLx800) a 485 nm de excitacdo e 528 nm de emissao.

Miltefosina foi utilizada como controle positivo.

3.11 Avaliagcdo do acumulo de lipideos neutros em promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

O acumulo de lipideos neutros em promastigotas de L. amazonensis tratados
com VOSalophen foi determinado por meio da marcacdo com Nile Red (9-
dietilamino-5Hbenzo[a] phenoxazina-5-ona). O Nile Red é uma substancia lipofilica,
capaz de se ligar a lipideos neutros intracelulares, e ocorre uma correlacdo linear
entre a sua fluorescéncia e o contetado de lipideos neutros no interior das células
(ALEMAN-NAVA et al., 2016).

O protocolo foi estabelecido de acordo com Godinho et al. (2013), com
algumas modificagbes: promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de
crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen por 24 horas,
a 25°C. As células foram lavadas com PBS e a concentracdo de parasitos foi
ajustada, em placas negras de 96 pocos, com fundo transparente, para 10 X 10°
células/mL em 200 ul de PBS. Em seguida, as células foram marcadas com 10

pg/mL de Nile Red durante 20 minutos, a 25°C e foi a leitura foi realizada em
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espectrofluorimetro (FLx800), nos comprimentos de onda de 485 e 528 nm de
excitacdo e emissao, respectivamente. Miltefosina foi utilizada como controle

positivo.

3.12 Avaliacdo da morfologia e do tamanho de promastigotas de L.
amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

A avaliacdo morfolédgica foi feita de acordo com Ferreira et al. (2014), com
pequenas modificacdes. Para avaliar possiveis alteragbes na morfologia dos
parasitos tratados com VOSalophen, formas promastigotas de L. amazonensis, em
fase logaritmica de crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de
VOSalophen por 24 horas, a 25°C. ApGs este periodo, aliquotas de 15 pl foram
colocadas, em duplicata, em laminas de vidro, devidamente identificadas. Apés a
secagem das amostras, foi realizada a fixagdo com etanol e a coloracdo com
Giemsa. Posteriormente as laminas foram analisadas em microscopio (Olympus
BX53) e fotografadas (camera Olympus DP73).

Nessas mesmas laminas fotografadas, foi realizada a medida do comprimento
dos promastigotas (corpo + flagelo), utilizando recursos de medidas do programa
CellSens Dimension. Em cada lamina, de cada grupo testado (controle sem
tratamento, VOSalophen 27 uM e VOSalophen 53 uM) foram medidos um total de
100 parasitos e posteriormente foi calculado o tamanho médio dos promastigotas de

cada grupo.

3.13 Avaliacdo do volume de promastigotas de L. amazonensis tratados com o

composto 11 (VOSalophen)

A avaliacdo quanto as alteracbes no volume dos promastigotas de L.
amazonensis tratados com VOSalophen foi realizada através de citometria de fluxo.
Para a realizacdo deste teste, formas promastigotas de L. amazonensis, em fase
logaritmica de crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 pM de VOSalophen
por 24 horas. Em seguida, os parasitos foram lavados com PBS e a leitura foi
realizada em citbmetro de fluxo FACSCanto Il equipado com DIVA software. Um
total de 10.000 eventos foram adquiridos, onde foi observado o parametro FSC

(Forward Scatter), que tem correlagdo com o volume celular.
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3.14 Avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmética de promastigotas
de L. amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

Para avaliar a permeabilidade da membrana plasmatica de formas
promastigotas de L. amazonensis tratadas com VOSalophen, foi realizada uma
marcacgao com Pl e a leitura foi feita através de duas técnicas distintas: citometria de
fluxo e fluorimetria. O Pl € uma substancia fluorescente que marca o DNA de células
com a membrana plasmatica danificada, visto que nestas condicdes o0 mesmo tem a
capacidade de penetrar (MASANGO, ELLIS e BOTHA, 2015). Os protocolos foram
estabelecidos de acordo com Tiuman et al. (2014) com modificagbes.

Para avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmatica por citometria de
fluxo, promastigotas desta mesma espécie de Leishmania, em fase logaritmica de
crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen por 24 horas,
a 25°C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e a concentracdo de
parasitos foi ajustada para 5 x 10° células em 400 pl de PBS. Posteriormente, 0s
promastigotas foram incubados com 1 pg/mL de Pl por 15 minutos, no escuro e a
leitura foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCanto Il equipado com DIVA
software. Um total de 10.000 eventos foram adquiridos usando o canal PE.

Para a avaliacdo por fluorimetria, promastigotas de L. amazonensis, em fase
logaritmica de crescimento, foram tratadas ou ndo com 27, 53, 106 e 160 uM de
VOSalophen por 24 horas, a 25°C. Essas concentracfes utilizadas correspondem a
4, 8, 16 e 24 vezes o Clsp do composto VOSalophen em promastigotas de L.
amazonensis apos 72 horas de tratamento. ApoOs incubacdo, as células foram
lavadas com PBS e a concentracéo dos parasitos foi ajustada para 10 x 10° células
em 200 ul de PBS. Os promastigotas foram incubados com 1 pg/mL de Pl por 15
minutos a temperatura ambiente e no escuro. A intensidade de fluorescéncia foi
mensurada usando um espectrofluorimetro (FLx800), a 540 e 600 nm de excitacéo e
emissao, respectivamente. Em ambas as metodologias, formas promastigotas de L.
amazonensis aquecidas a 65°C por 10 minutos, em banho-maria, foram utilizadas

como controle positivo.
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3.15 Avaliacado da externalizacdo de fosfatidilserina em promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

A fosfatidilserina é um fosfolipideo presente na membrana plasmatica de
promastigotas de Leishmania sp. (TRIPATHI e GUPTA, 2003). Apés um estimulo
para a ocorréncia de apoptose, a fosfatidilserina presente na parte interna da
membrana plasmatica é translocada para a porcdo externa da membrana, assim, a
externalizacdo de fosfatidilserina é considerada um marcador de apoptose (SEN et
al., 2007). Este fosfolipideo € reconhecido por receptores especificos presentes na
superficie de macréfagos e tem-se relatado que a externalizagdo de fosfatidilserina
na superficie de células envelhecidas ou apoptoticas é um pré-requisito para a sua
fagocitose pelos macréfagos (TRIPATHI e GUPTA, 2003).

A externalizacdo de residuos de fosfatidilserinana na porcdo externa da
membrana plasmatica de células apoptéticas pode ser avaliada através da
marcacdo com anexina V-FITC (KUMAR et al., 2016). O protocolo foi estabelecido
de acordo com Marinho et al. (2014) com modificacbes, em que formas
promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de crescimento, foram
tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen por 24 horas, a 25°C. As células
foram lavadas com PBS e a concentracdo de parasitos foi ajustada para 5 x 10°
células em 100 ul de tampao de ligacdo. Foram entdo adicionados 2,5 ul de anexina
V-FITC e as células foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente e no
escuro. Em seguida, os promastigotas foram incubados com 1 pug/mL de Pl em
tampdao de ligagdo por 15 minutos, no escuro e a leitura foi realizada em citbmetro
de fluxo FACSCanto Il equipado com DIVA software. Um total de 10.000 eventos
foram adquiridos usando os canais FITC e PE, para anexina-FITC e PI,
respectivamente. O tampao de ligacéo foi constituido por 10 mM de Hepes, 150 mM
de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCl; e 1,8 mM de CaCl,. Miltefosina foi utilizada

como controle positivo.

3.16 Avaliacdo da fragmentacdo de DNA em promastigotas de L. amazonensis

tratados com o composto 11 (VOSalophen)

A avaliacdo da fragmentacdo do DNA de formas promastigotas de L.

amazonensis tratadas com VOSalophen foi determinada através da técnica TUNEL
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(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling), utilizando
um kit comercial (DeadEnd™ Fluorimetric TUNEL System, Promega). O principio
desta técnica consiste na incorporacao catalitica do nucleotideo 12-dUTP, acoplado
ao FITC, a extremidade 3’-OH do DNA, através da enzima rTdT (KLINGBEIL, 2010).

O protocolo foi estabelecido com base nas instru¢cées do fabricante, com
modificacdes: promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de
crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen por 24 horas,
a 25°C. As células foram lavadas com PBS e fixadas com solucdo de
paraformaldeido (PA) 4%, por 20 minutos, no gelo. Apos a fixagdo, os promastigotas
foram lavados 2x com PBS para a completa retirada do fixador e em seguida
colocadas sobre laminulas de vidro pré-tratadas com poli-L-lisina. As células, ja
aderidas, foram permeabilizadas com Triton X-100 0,2%, por 5 minutos, a
temperatura ambiente. Em seguida, os parasitos foram lavados 2x com PBS e as
laminulas foram cobertas com tampéao de equilibrio, fornecido pelo kit, por 7 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, este tampdo foi removido e foram
adicionados, em cada laminula, 51 ul do tampé&o de marcacao (45 ul do tampéao de
equilibrio + 5 pl do nucleotideo Mix acoplado ao FITC + 1 pl da enzima TdT), em que
todos os reagentes foram fornecidos pelo kit. Para garantir a uniformidade de
marcacao das laminulas, cada uma foi coberta com laminulas plasticas, fornecidas
pelo kit. Seguiu-se com a incubacéo das amostras por 1 hora, a 37°C, em camara
Umida, e protegidas da luz. Apos este periodo, as laminulas de plastico foram
retiradas, as células foram lavadas com PBS e em seguida incubadas com SSC 20X
(diluicdo de 1:10, em &gua deionizada), também fornecido pelo kit, por 15 minutos a
temperatura ambiente. As laminulas foram lavadas 3x com PBS e incubadas com
solucéo de 1 pg/mL de DAPI por 30 minutos a 37°C, no escuro. Apés a marcacao
com DAPI, as células foram lavadas 5x com PBS, foi retirado o excesso de liquido
das laminulas e cada uma foi depositada sobre laminas de vidro, devidamente
identificadas. Cada laminula foi colocada sobre uma gota de antifade, e apos a
secagem, foram lacradas com esmalte incolor. Posteriormente as laminas foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX53), usando os filtros de
excitacdo e emissao de 345 e 460 nm, respectivamente, para o DAPI e de 485 e
528, respectivamente, para o FITC e fotografadas (camera Olympus DP73).
Promastigotas de L. amazonensis tratados com 5 ug/mL de DNase por 10 minutos

foram utilizados como controle positivo.
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O preparo das laminulas tratadas com poli-L-lisina ocorreu da seguinte
maneira: inicialmente as laminulas de vidro foram imersas em solucéo de detergente
neutro por 10 minutos; em seguida foram lavadas em agua corrente; posteriormente
as laminulas foram imersas em alcool 70% por 10 minutos e foram limpas com gaze;
finalmente as laminulas foram tratadas, por 20 minutos, com solugéo de poli-L-lisina

0,01% diluida em agua deionizada e lavadas 3x com PBS.

3.17 Avaliacdo do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis tratados

com o composto 11 (VOSalophen)

O ciclo celular tem como funcdo duplicar o conteudo de DNA das células e
separar, cada copia de DNA, dentro de células-filhas geneticamente idénticas. Em
eucariotos o ciclo celular € dividido em quatro fases: G4, S, G, e M. Durante a fase
G, a célula-mée se prepara para duplicar o seu DNA, o que ocorre na fase S. Na
fase G, a célula se prepara para dividir-se em duas células-filhas idénticas e durante
a fase M ocorre esta divisdo celular. Portanto, em cada fase do ciclo celular, as
células apresentardo conteudos distintos de DNA. Na fase G; essa quantidade
corresponde a 1 x DNA, na fase S entre 1 e 2 x DNA e na fase G,, 2 x DNA. De
maneira interessante, o conteldo de DNA celular pode ser estimado através da
permeabilizacdo da membrana plasmatica das células, marcacdo com Pl e posterior
avaliacdo da intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo (RIBEIRO, 2011).
O protocolo foi realizado de acordo com Ribeiro (2011) com algumas modificagdes:
promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de crescimento, foram
tratadas ou ndo com 27 e 53 uM de VOSalophen por 24 horas, a 25°C. As células
foram lavadas com PBS, ressuspendidas em 1mL de etanol 70% e mantidas a
-20°C por 1 hora. Em seguida, as células foram centrifugadas a 2500 rpm (centrifuga
Thermo Fisher Scientific D37520, ano 2011) por 15 minutos, ressuspendidas em 280
pl de solucdo de ribonuclease a 200 pg/mL e incubadas por 1 hora a 37°C, no
escuro. Posteriormente, as células foram incubadas com 7 pg/mL de PI, por 20
minutos, a temperatura ambiente, no escuro. A leitura foi realizada em citdbmetro de
fluxo FACSCanto Il equipado com DIVA software. Um total de 10.000 eventos foram

adquiridos usando canal PE.
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3.18 Avaliacdo da formacado de vacuolos autofagicos em promastigotas de L.
amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

O protocolo para a avaliagdo da formacdo de vacuolos autofagicos em
promastigotas de L. amazonensis tratados com VOSalophen foi estabelecido com
base no que foi desenvolvido por Adade et al. (2013), com modifica¢cbes, através da
marcacao com a substancia auto fluorescente, monodansilcadaverina (MDC), que é
um marcador de vacuolos autofagicos (BERA et al., 2003).

Promastigotas de L. amazonensis, em fase logaritmica de crescimento, foram
tratadas ou ndo com 27 e 53 pM de VOSalophen por 24 horas, a 25°C. ApGs o
tratamento, as células foram lavadas com PBS, a concentracdo celular foi ajustada
para 10 x 10° células e os parasitos foram incubados com 100 pM de MDC por 60
minutos a 25°C. Em seguida, 0os promastigotas foram novamente lavados 2x com
PBS e transferidos para laminulas de vidro, pré-tratadas com poli-L-lisina,
preparadas como descrito anteriormente no item 3.16. Os promastigotas foram
fixados com solucdo de PA 4%, cada laminula foi colocada sobre uma gota de
antifade, e apds a secagem, foram lacradas com esmalte incolor. Posteriormente as
laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX53), usando
os filtros de 345 de excitacdo e 460 de emissao, e fotografadas (camera Olympus
DP73). Promastigotas de L. amazonensis incubados por 24 horas em condigcbes de
privacdo de aminoacidos (incubacdo em PBS) foram utilizados como controle

positivo.

3.19 Avaliacao ultraestrutural de promastigotas de L. amazonensis tratados

com o composto 11 (VOSalophen)

Para a realizacéo da analise ultraestrutural, promastigotas de L. amazonensis,
em fase logaritmica de crescimento, foram tratadas ou ndo com 13 pM de
VOSalophen por 24 horas, a 25°C. Ap6s o tratamento os parasitos foram fixados
com glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M a 4°C e pos-fixados
com solucdo contendo tetroxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potassio 0,8% e
cloreto de calcio 5 mM. Em seguida, os parasitos foram desidratados em séries de

acetona e incluidos em resina Epon a 60°C. Os cortes ultrafinos foram contrastados
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com acetato de uranil e citrato de chumbo e examinados em microscépio eletrénico
de transmissao (JEOL JEM 1400).

3.20 Avaliacao da reversibilidade do efeito do composto 11 (VOSalophen) na

proliferacdo de promastigotas de L. amazonensis

A andlise da reversibilidade do efeito de VOSalophen na proliferacdo de
promastigotas de L. amazonensis foi realizada de acordo com Mesquita-Rodrigues
et al. (2013), com algumas modificacbes. Formas promastigotas de L. amazonensis,
em fase logaritmica de crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 pM de
VOSalophen por 24 horas, a 25°C. Apds o tratamento, as células foram lavadas
com PBS e a concentracdo de parasitos foi ajustada, em placas de 96 pocos, para
5x10° células/150pul de meio Warren fresco, contendo 10% SBF e 0,1% de
penicilina/estreptomicina. As placas foram entdo incubadas por 24, 48 e 72 horas a

25°C e a viabilidade celular foi avaliada usando o método colorimétrico do MTT.

3.21 Avaliacao da infectividade de promastigotas de L. amazonensis tratados

com o composto 11 (VOSalophen) e recuperados em meio de cultura fresco

A avaliacdo da infectividade de promastigotas tratados com VOSalophen e
recuperados em meio Warren fresco foi realizada de acordo com Ezatpour et al.
(2015), com algumas modificacBes. Formas promastigotas de L. amazonensis, em
fase logaritmica de crescimento, foram tratadas ou ndo com 27 e 53 pM de
VOSalophen por 24 horas, a 25°C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS
e reincubadas, em garrafas plasticas, em meio Warren fresco, contendo 10% SBF e
0,1% de penicilina/estreptomicina. Apos 5 dias, tempo estabelecido, nas condi¢cées
de cultura descritas, para que os parasitos entrem em fase estacionéria, formas
promastigotas tratadas ou ndo com VOSalophen, foram contadas em camara de
Neubauer e colocadas em contato com macréfagos peritoneais (razdo 10
promastigotas: 1 macréfago) de camundongos BALB/c, obtidos de acordo com o que
foi descrito no item 3.6 e aderidos em laminulas de vidro de 13 mm de diametro, em
placas plasticas de 24 pocos. Apés 4 horas de interacdo, as células foram lavadas
com PBS estéril, para a retirada de promastigotas ndo fagocitados e foram

incubadas por 72 horas. Apdés este periodo, as laminulas foram coletadas, as células
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foram fixadas com etanol, coradas com Giemsa e desidratadas em bateria de
acetona/xilol, como ja foi descrito no item 3.6. O efeito do tratamento com
VOSalophen sobre a infectividade de promastigotas de L. amazonensis foi avaliado
através da contagem de formas amastigotas dentro dos macréfagos parasitados em
relagdo ao controle. Foram contados um total de 100 macrofagos infectados em
cada laminula, os amastigotas intracelulares e as células ndo infectadas presentes

nos campos correspondentes.

3.22 Avaliagdo da toxicidade do composto 11 (VOSalophen) em amastigotas

axénicos de L. amazonensis

Os amastigotas axénicos de L. amazonensis foram obtidos por meio da
utilizacdo de células Vero. As células Vero foram infectadas com formas
promastigotas de L. amazonensis, em fase estacionaria de crescimento. Em cada
garrafa plastica contendo células Vero aderidas, foi adicionada uma suspenséo de
50 x 10° promastigotas/mL de meio DMEM contendo 10% de SBF e 0,5% de
penicilina/estreptomicina. Apds 24 horas de interacdo, a 33°C e 5% de CO,, o
sobrenadante foi descartado, as células foram lavadas 2 vezes com PBS estéril e
foram adicionados 5 mL de meio DMEM contendo 10% de SBF e 0,5% de
penicilina/estreptomicina. Ap6s 48 horas, 0s amastigotas axénicos foram
recuperados a partir do sobrenadante das células Vero. O meio contendo 0s
parasitos foi retirado, centrifugado a 2500 rpm (centrifuga Thermo Fisher Scientific
D37520, ano 2011) por 10 minutos e os amastigotas foram contados em camara de
Neubauer, apds diluicdo em solucdo de azul de tripan 0,4%, para verificar a
viabilidade dos mesmos. Posteriormente, 0s amastigotas axénicos foram
adicionados em placas plasticas de 96 pocos, em meio MAA/20 modificado
contendo 20% SBF, na concentracdo de 3x10° célulasi/mL e o composto
VOSalophen foi adicionado em diferentes concentracdes, apds diluicio em DMSO.
A concentracdo maxima de DMSO usada foi de 0,03%, que ndo se mostrou toxica
aos amastigotas. Apo6s 72 horas de incubacdo a 33°C com 5% de CO,, foram
adicionados, em cada poco, 10 uL de MTT (MOSSMAN, 1983) a 5 mg/mL. Apés 4
horas, a reacgéo foi interrompida pela adicao de 100 uL de isopropanol/HCl a 0,7% e a
leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Multiskan EX) a 570 nm. Os testes foram

realizados em duplicatas e em alguns pocos nao houve adicdo de compostos
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(controle). Os resultados foram calculados como porcentagem de morte dos
amastigotas axénicos, em relacdo ao controle. Foi entdo determinado o Clsp de cada
molécula, com o auxilio do programa GraFit5. Em paralelo, foi também avaliado o
efeito do resveratrol 1, da anfotericina B e da miltefosina em amastigotas axénicos.

O meio MAA/20 modificado utilizado neste trabalho foi preparado da seguinte
maneira: meio 199, sais de Hank’s, L-cisteina, D-glicose, L-glutamina, bicarbonato de

sédio, hemina bovina e Hepes acido, em pH final de 5.5.

3.23 Avaliagcao da fragmentagcdo do DNA de amastigotas intracelulares de L.
amazonensis tratados com o composto 11 (VOSalophen)

A avaliacdo da fragmentacdo de DNA de amastigotas intracelulares de L.
amazonensis também foi determinada através da utilizacdo da técnica do TUNEL,
que ja foi descrita anteriormente no item 3.16. Nesse caso foi utilizado o kit
comercial de Detecgdo de morte celular in situ, fluoresceina (Roche).

Para a realizacdo do ensaio, foram utilizados macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, obtidos como descrito anteriormente na se¢édo 3.5 e essas
células foram distribuidas sobre laminulas de vidro de 13 milimetros de diametro, em
placas de 24 pocos, na concentracdo de 2 x 10° células/mL, em meio RPMI-1640
contendo 10% SBF e 0,5% de penicilina/estreptomicina. As placas foram
transferidas para estufa com 5% de CO, a 33°C para a adesdo dos macréfagos as
laminulas. Ap6s 16 horas, as células foram lavadas com PBS estéril e foram
infectadas com promastigotas de L. amazonensis, em fase estacionaria de
crescimento (10 promastigotas: 1 macréfago). Apos 4 horas de interacdo, cada poco
foi lavado com PBS estéril e o composto VOSalophen (14 uM) foi adicionado. Esta
concentracdo corresponde a 4 vezes o Clsg deste composto em amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, ap0s 72 horas de tratamento. Macrofagos
infectados e nédo tratados foram utilizados como controle negativo, enquanto
macrofagos infectados e tratados com 10 pg/mL de DNAse, por 10 minutos, foram
usados como controle positivo.

A partir deste momento, o protocolo foi desenvolvido de acordo com as
instrucbes do fabricante, com algumas modificagbes, onde o0s macréfagos
infectados, tratados ou néo, foram fixados com solucdo de PA 4%, por 1 hora a

temperatura ambiente e foram lavados 3x com PBS. Em seguida, as células foram
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permeabilizadas em solu¢cdo a 0,1% de Triton X-100 em citrato de sédio 0,1%,
durante 2 minutos, no gelo. Apés a permeabilizacdo, os macrofagos infectados com
L. amazonensis foram novamente lavados (3x com PBS) e foram adicionados, em
cada poco, 50 ul da solugédo de marcacao (5 pl da Via 1 - enzima e 45 pl da Via 2 -
tampdao). As células foram incubadas a 37°C, durante 1 hora, em cadmara iumida e no
escuro. Posteriormente, os pocgos foram lavados 3x com PBS e foi realizada a
marcacdo com DAPI (1 pg/mL) por 30 minutos e ao abrigo da luz. As células foram
novamente lavadas (5x com PBS), o excesso de liquido das laminulas foi removido
e as mesmas foram transferidas para laminas de vidro previamente identificadas,
onde cada laminula foi colocada sobre uma gota de solucdo de antifade. Apos a
secagem, cada laminula foi lacrada com esmalte incolor. Finalmente, as laminas
foram analisadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX53), usando os
filtros de excitacdo/emissao: 345/460 nm para o DAPI e 485/528 para o FITC e
fotografadas (camera Olympus DP73).

3.24 Determinacdo dos niveis de EROs em macrofagos nao infectados e
macrofagos infectados com amastigotas de L. amazonensis, tratados com o
composto 11 (VOSalophen)

Macrofagos nédo infectados: o protocolo foi feito de acordo com Fonseca-
Silva et al. (2013) modificado, utilizando H,DCFDA. Macréfagos peritoneais, obtidos
como descrito no item 3.5, foram transferidos para placas de 96 pocos, em meio
RPMI suplementado com 10% de SBF e 0,5% de penicilina/estreptomicina. As
placas foram colocadas em estufa com 5% de CO;, a 33°C, por 16 horas, para a
adesdo dos macrofagos. Em seguida, os macréfagos foram incubados com
VOSalophen em diferentes concentracbes (correspondentes a 20, 12, 9, 4 e 2
vezes 0 Clsp em amastigotas intracelulares de L. amazonensis apds 72 horas de
tratamento), por 24 horas a 33°C. Apoés incubacédo, as células foram lavadas com
PBS, 200 pL de PBS e 4 pl de uma solugéo de H,DCFDA a 1 mM foram adicionados
em cada pogo e as amostras foram incubadas por 60 minutos. A intensidade de
fluorescéncia foi mensurada usando um espectrofluorimetro (FLx800), a 485 nm de
excitacdo e 528 nm de emissédo. Lipopolissacarideo (LPS) de bactéria Escherichia

coli J5 a 30 pug/mL foi utilizado como controle positivo.
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Macrofagos infectados com amastigotas de L. amazonensis: de acordo
com Fonseca-Silva et al. (2013) e realizando algumas modificacbes, macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c foram obtidos como ja descrito anteriormente,
no topico 3.5. Em seguida, as células foram transferidas para placas de 96 pocos,
em meio RPMI contendo 10% de SBF e 0,5% de penicilina/estreptomicina, e
incubadas em estufa com 5% de CO, a 33°C. Ap6s 16 horas, as células foram
lavadas com PBS estéril para a retirada dos macrofagos ndo aderidos e foram
infectadas com promastigotas de L. amazonensis, em fase estacionaria de
crescimento, na razdo de 10 promastigotas para 1 macrofago. As placas foram
entdo colocadas em estufa com 5% de CO, a 33°C e apds 4 horas de interacéo,
cada poco foi lavado com PBS estéril e 0 composto VOSalophen foi adicionado em
diferentes concentracdes, que correspondem a 20, 12, 9, 4 e 2 vezes o Clsgp em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis ap0s 72 horas de incubacdo. Apos 24
horas, as células foram lavadas com PBS e foram adicionados, em cada poc¢o, 200
puL de PBS e 4 ul de uma solucdo de H,DCFDA a 1 mM. As amostras foram
incubadas por 60 minutos e a intensidade de fluorescéncia foi mensurada usando
um espectrofluorimetro (FLx800), nos comprimentos de onda de 485 e 528 nm de
excitagdo e emissao, respectivamente. Miltefosina (98 pM) e LPS (30 pg/mL) foram

utilizados como controle positivo.

3.25 Determinacao dos niveis de 6xido nitrico (ON) produzidos por macréfagos
ndo infectados e macréfagos infectados com amastigotas de L. amazonensis e

tratados com o composto 11 (VOSalophen)

A dosagem do NO foi realizada no sobrenadante das culturas de macréfagos
nao infectados e macréfagos infectados com amastigotas L. amazonensis apos 48
horas da adicdo do VOSalophen. O NO foi dosado através da concentracdo de
nitrito (NO2"), um subproduto estavel do NO, usando o reagente de Griess (GREEN
et al., 1982).

O protocolo foi realizado de acordo com Machado et al. (2012): aliquotas de
50 ul do sobrenadante das culturas de macréfagos e de macréfagos infectados com
L. amazonensis foram retiradas apos 48 horas de tratamento com VOSalophen e

incubadas com 50 pl do reagente de Griess (25 ul de Sulfanilamida a 1% em &acido
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fosforico a 2,5% e 25 ul de N-(1-naftil) etilenodiamina diidrocloreto a 0,1% em &acido
fosférico a 2,5%) por um periodo de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida a absorbancia foi mensurada em espectrofotometro (SpectraMax 190) a 540
nm e a producgdo de nitrito foi quantificada através da comparagcdo com uma curva
padrao utilizando diferentes concentracbes de NaNO,. LPS, na concentracdo de 10

pg/mL, foi utilizado como controle positivo em ambos 0s experimentos.

3.26 Avaliagdo da atividade leishmanicida in vivo do composto 11
(VOSalophen)

Para avaliar a atividade leishmanicida in vivo do composto VOSalophen,
camundongos BALB/c fémeas, de 4 a 6 semanas de vida, foram infectados na pata
traseira direita, com 30 pl de PBS contendo 2 x 10° formas promastigotas de L.
amazonensis, em fase estacionéria de crescimento, de acordo com Inacio, Canto-
Cavalheiro e Almeida-Amaral (2013), com algumas modificacées. A infeccédo foi
realizada com o auxilio de uma microseringa de vidro (modelo 705, Hamilton
Company). Apos 10 dias de infeccéo, os animais infectados foram redistribuidos em
5 grupos, cada um contendo 5 camundongos: Grupo 1 (controle negativo -
camundongos tratados com 20 pl de solucdo de DMSO 5% em PBS); Grupo 2
(controle positivo - camundongos tratados com 20 ul de solugédo de Anfotericina B
300 pg/mL em DMSO 5% em PBS); Grupo 3 (camundongos tratados com 20 pul de
solucdo de VOSalophen a 300 pg/mL em DMSO 5% em PBS); Grupo 4
(camundongos tratados com 20 pl de solugdo de VOSalophen a 150 pg/mL em
DMSO 5% em PBS) e Grupo 5 (camundongos tratados com 20 pl de solucéo de
VOSalophen a 75 pg/mL em DMSO 5% em PBS). Em paralelo, foi realizada a
pesagem dos mesmos e as patas (direita e esquerda) foram medidas com o auxilio
de um paquimetro digital (Digimess). Posteriormente, foi realizado o tratamento de
cada animal, conforme descrito acima, através da via intralesional. O tratamento dos
camundongos foi feito duas vezes por semana, durante quatro semanas, com 0 uUso
de uma microseringa de vidro. Nos dias de cada tratamento, foi realizado o
acompanhamento do crescimento das lesdes, através das medidas dos tamanhos
das patas direita e esquerda, de cada animal. Trés dias apos o ultimo tratamento, 0s
camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical, seguido de perfuragao

do diafragma e o tamanho das patas foi mensurado com um paquimetro digital.
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A partir deste teste de triagem, foi definida a melhor concentragcdo do
composto VOSalophen, quanto a reducdo do tamanho das patas dos animais, que
foi a concentracdo de 75 pg/Kg. Esta dose foi entdo escolhida para os demais
ensaios in vivo.

No segundo teste, o protocolo utilizado foi o mesmo ja descrito acima e 0s
grupos de tratamento foram: Grupo 1 (controle negativo - camundongos tratados
com 20 pl de solucdo de DMSO 5% em PBS); Grupo 2 (controle positivo -
camundongos tratados com 20 pl de solucéo de Anfotericina B 300 pg/mL em DMSO
5% em PBS) e Grupo 3 (camundongos tratados com 20 pl de solucdo de
VOSalophen a 75 pg/mL em DMSO 5% em PBS). Trés dias apds o ultimo
tratamento, o tamanho das patas foi mensurado com um paquimetro digital e a pata
traseira direita (pata infectada) de cada animal foi extraida e pesada.
Posteriormente, a pele das patas foi retirada e em seguida as patas foram
maceradas, em meio Warren, com o auxilio de um émbolo de seringa. O contetudo
obtido a partir do macerado foi homogeneizado, transferido para tubos de centrifuga
e mantidos a 4°C, por 10 minutos, para que houvesse a precipitacdo de restos
celulares. A partir do sobrenadante do macerado, foi feita uma pré-diluicdo de 1:500
em meio Warren contendo 10% de SBF e 2% de solucdo de
penicilina/estreptomicina. Esta pré-diluicdo de 1:500 foi utilizada para a realizacao do
ensaio de diluicdo limitante (LDA), que tem como objetivo estimar a carga parasitaria
nas patas infectadas.

O ensaio de diluicéo limitante (LDA) foi realizado de acordo com Rabito et al.
(2014). Em placas de 96 pocos foram plaqueados 150 ul de meio Warren, contendo
10% de SBF e 2% de solucdo de penicilina/estreptomicina, em todos os poc¢os das
placas, e nos primeiros poc¢os, correspondentes a cada grupo, foram adicionados 50
ul da pré-diluicdo. Desses primeiros pocos, foram retirados 50 pl e foi realizada uma
diluicdo seriada nos demais pocos, correspondentes a cada grupo, e no final, foram
descartados 50 pl. Para cada grupo foram feitas 16 diluicbes, cada uma em
triplicata. As placas foram mantidas a 25°C por sete dias. Ao final deste periodo foi
realizada a leitura do LDA, através da analise de cada poco das placas em
microscopio invertido (Eclipse TS 100), observando-se, em cada grupo, qual foi o
altimo poco, de cada triplicata, em que houve crescimento dos parasitos. Através
desses dados e utilizando a férmula 3" .x . 1000/y (onde n corresponde ao niimero

do ultimo poco onde houve crescimento de promastigotas, x corresponde a pré-
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diluicdo e y corresponde ao volume da pré-diluicdo adicionado nos primeiros pogos
da diluicdo seriada), foi possivel estimar o niumero de parasitos presentes nas patas

infectadas dos animais pertencentes a cada grupo testado.

3.27 Avaliacéo da toxicidade in vivo do composto 11 (VOSalophen)

A toxicidade in vivo de VOSalophen foi realizada a partir dos camundongos
utilizados no teste de atividade leishmanicida in vivo. Antes da eutanasia, foi
coletado o sangue dos animais, por meio de puncdo cardiaca e em seguida foi
realizada a separacdo do soro sanguineo, para a andlise da toxicidade hepética e
renal de VOSalophen. Para a separacdo do soro, o sangue coletado de cada
camundongo foi centrifugado (centrifuga Thermo Fisher Scientific D37520) a 4000
rpm por 15 minutos, com desaceleragdo zero. Em seguida, o soro foi coletado e
armazenado a - 20°C, até o momento da utilizacao.

No soro desses animais foram avaliados os niveis de aspartato transaminase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-glutamiltranspeptidase (GGT) e
creatinina, usando kits de diagndstico colorimétrico laboratorial (Labtest). Animais
que receberam uma Unica dose de Acetaminofeno (300 mg/Kg), por via oral, foram
utilizados como controle positivo de toxicidade hepética e renal.

3.28 Analise Estatistica

Nos ensaios antipromastigota de Leishmania e de toxicidade em macrofagos
os valores dos Clsg e do CCs para cada composto foram determinados graficamente
a partir de uma curva de regressao nao linear, com intervalo de confianca de 95%,
utilizando o programa GraFit versao 5.0 (Erithacus Software Ltda., Horley, U.K). Para
ensaios antiamastigota, os valores dos Clso foram calculados utilizando o programa
Probit, que utiliza o método de Litchtfiet e Wilcoxon e um intervalo de confianca de
95%.

Para a construcdo de graficos expressando o mecanismo de acao do
composto VOSalophen em formas promastigotas de L. amazonensis e em
macréfagos infectados com amastigotas intracelulares de L. amazonensis, as
analises estatisticas foram realizadas por analise de variancia (One-wayANOVA)

usando o programa GraphPad Prism verséo 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
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CA, EUA), sendo que diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos
foram analisadas pelo pés-teste de Dunnett. Para a construcdo do grafico de
avaliacdo do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis tratadas com
VOSalophen, a andlise estatistica também foi obtida no GraphPad Prism verséo 5.0
usando analise de variancia (Two-way ANOVA), no qual diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos foram analisadas pelo p6s-teste de Bonferroni.

Nos gréficos de avaliagdo do efeito do in vivo do VOSalophen, as andlises
estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando teste t nao
pareado. Nos gréficos expressando a toxicidade hepatica e renal deste composto, as
analise estatisticas também foram realizadas no GraphPad Prism versdo 5.0,

utilizando analise de variancia (One-wayANOVA) e pés-teste de Dunnett.

3.29 Consideracdes Eticas

Todos os ensaios envolvendo animais foram aprovados pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEEA).
Os protocolos sdo: 015/2012, 016/2012, 017/2012, 054/2013, 055/2013, 056/2013 e

047/2014 e os certificados de aprovacédo estao apresentados no Anexo I.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho foram divididos em trés partes no intuito de

facilitar a compreensao do texto:

Parte I. relata o efeito in vitro dos compostos sintéticos bioisosteros do
resveratrol e seus complexos metalicos (de ouro ou vanadio) em Leishmania
sp. e em células de mamiferos (parte dos resultados foram publicados na
Revista Biometals - Apéndice 1);

Parte Il: compreende os resultados obtidos com o composto 11, denominado
VOSalophen, para os testes complementares em células de mamiferos e de
mecanismo de acdo in vitro em promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis (resultados parcialmente publicados na revista Acta Tropica -
Apéndice Il e demais resultados submetidos para publicacdo na revista
Parasitology - Apéndice Ill);

Parte Ill: mostra os resultados do efeito leishmanicida in vivo e da toxicidade
in vivo do composto VOSalophen (resultados submetidos para publicagdo na

revista Parasitology - Apéndice IlI).



70

4.1 Parte | — Avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro e da citotoxicidade
em células de mamiferos de compostos sintéticos bioisésteros do resveratrol

e seus complexos metalicos

4.1.1 Efeito in vitro de bioisésteros do resveratrol e seus complexos metéalicos

em promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major

Inicialmente, todos os compostos foram testados em formas promastigotas de
L. amazonensis, L. braziliensis e L. major. Todas essas trés espécies de Leishmania
estdo relacionadas a forma cutdnea das leishmanioses. A viabilidade celular foi
mensurada pelo método colorimétrico do MTT apds 72 horas de tratamento e 0s
resultados foram expressos como Clsy de cada composto (Tabela 2).

Em uma primeira analise, como mostrado na Tabela 2, foram testados 5
compostos sintéticos bioisosteros do resveratrol, ndo complexados a metais
(compostos 1-5) e pode ser observado que os mesmos ndo foram ativos ou
apresentaram baixo efeito antipromastigota, somente para L. braziliensis, com Clsg
acima de 65 pM (compostos 1 e 2) (Tabela 2).

Posteriormente, os bioisGsteros do resveratrol (compostos 1-5) foram
complexados a atomos de ouro, originando os compostos 6-9, ou a atomos de
vanadio, dando origem aos compostos 10-12. E importante destacar que, com
excecdo do efeito do composto 10 para L. amazonensis e L. major, a complexacéo
com metais levou a um aumento da atividade leishmanicida dos compostos, ja que
as moléculas complexadas com ouro ou vanadio apresentaram significante efeito
antipromastigota, nas trés espécies de Leishmania, com Clsy variando de 1,29 a
54,01 uM. No geral, pode-se dizer que L. braziliensis foi a espécie mais sensivel a
acdo dos compostos, tanto para os complexados a metais, quanto para 0s nao
complexados (Tabela 2).

Os metais utilizados no processo de complexacdo também foram testados em
promastigotas de Leishmania, sendo que o vanadio ndo apresentou efeito em
nenhuma das espécies utilizadas neste trabalho, até na maxima concentracao
testada, que foi de 100 pM, enquanto o0 ouro mostrou-se efetivo em formas
promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis, com Clso de 22,77 e 20,07 uM,
respectivamente, porém nado teve nenhum efeito em promastigotas de L. major
(Tabela 2).
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Tabela 2: Efeito dos biois6steros do resveratrol e seus complexos metalicos em promastigotas de L.

amazonensis, L. braziliensis e L. major.

Composto Estrutura Quimica Clso (M)’
L. amazonensis L. braziliensis L. major
LK@/
1 CEK@ >100,00 67,92 +1,77 >100,00
C ]
2 " >100,00 74,70 £ 4,17 >100,00
(ZLO
~
7
3 Ci..‘ on >100,00 >100,00 >100,00
)
4 " >100,00 >100,00 >100,00
[~
9
5 $ /@ >100,00 >100,00 >100,00
| jﬂ
N‘ Cl
6 D 2151197  929+0,79  20,51+1,39
|
g
O
7 \ _a 5,18 £ 0,56 1,29 £ 0,22 4,36 + 0,31
(:I/A"\
8 (L0 1566+0,86  9,00+008 4817 +0,26

_—
Au

a

Cl
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Continuacdo Tabela 2: Efeito dos bioisosteros do resveratrol e seus complexos metédlicos em
promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major.

Composto Estrutura Clso (M)’
Quimica . — -
L. amazonensis L. braziliensis L. major
(J
9 P ,>_© 42,19+ 0,38 18,40 £ 0,46 54,01+
b 1,13
- - T >100,00 31,94 + 0,68 >100,00
W R=_7
10 Cﬁ O
P
\
11 LN 6,650,007  1512+1,53 2921
I 1 3,75
oma, |
O 16,76 +
12 M 47752071 897053 1,65
., A
K[AuCl,] K[AUCl,] 22,77 £ 2,91 20,07 £ 0,48 >100,00
VOSO, VOSO0,4.3H,0 >100,00 >100,00 >100,00
Resveratroll - 23,23 £ 2,30 75,13 £ 7,66 54,38 +
10,59
Resveratrol2 - 21,40+ 2,44 96,13 + 9,56 65,03 £
8,26
Resveratrol3 - > 200,00 > 200,00 > 200,00
_ _ 21,39+1,18 28,07 £ 0,47 20,00
Miltefosina -
0,52
Anfotericina B - 0,15 + 0,009 0,40 + 0,06 0,31 + 0,07

*
Clsg de cada composto corresponde a média de 3 experimentos + erro padrdo. Calculado pelo

programa Grafit.
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Com relacdo aos bioisosteros do resveratrol ndo complexados a metais,
pode-se dizer que a presenca de grupos nitro (NO,) ligados aos anéis arométicos na
molécula 1 ou a auséncia de qualquer grupamento acoplado aos anéis aromaticos,
como na molécula 2, foram favoraveis a atividade antipromastigota desses
compostos, uma vez que 0s mesmos apresentaram efeito em L. braziliensis, com
Clso de 67,92 e 74,70 uM para os compostos 1 e 2, respectivamente. Por outro lado,
a presenca de grupos hidroxila (OH) acoplados aos anéis aromaticos (composto 3),
assim como a presenca de um anel de 5 membros, contendo 2 atomos de nitrogénio
(compostos 4 e 5) foram desfavoraveis a atividade antipromastigota dos mesmos, ja
que estes ndo apresentaram efeito em formas promastigotas, até a maxima
concentracdo testada (100 puM), em nenhuma das trés espécies utilizadas neste
trabalho (Tabela 2).

Quanto aos bioisOsteros do resveratrol complexados com ouro, pode-se
perceber que 0s compostos 7 e 8 possuem estruturas quimicas bastante
semelhantes, porém o composto 7 possui dois grupos metoxila, sendo que cada um
se liga a um anel aromatico distinto. A presenca destes grupamentos pode ser a
explicacéo para o fato de tal composto ser mais ativo do que o composto 8, o que foi
observado para as trés espécies de Leishmania testadas (Tabela 2). Pode-se dizer
ainda, que o estado de oxidacdo do metal também interferiu no efeito bioldgico dos
compostos, pois a presenca do ouro em seu estado de oxidacéo (+1), no composto
9 (obtido a partir do composto 5), garantiu a este composto uma atividade
leishmanicida menor quando comparado ao composto 8, que também se originou do
composto 5 complexado com ouro, porém este metal aparece em seu estado de
oxidacdo (+3) (Tabela 2).

Em relacdo aos bioisésteros do resveratrol complexados a vanadio, o
composto 11 foi mais efetivo em formas promastigotas de L. amazonensis, enquanto
os compostos 10 e 12 foram mais efetivos em promastigotas de L. braziliensis.
Comparando as estruturas dos compostos 10 e 12, verifica-se que sé&o
estruturalmente semelhantes, entretanto a presenca dos grupos nitro (NO>) ligados
aos anéis aromaticos, no composto 12, garantiu a ele um efeito antipromastigota
melhor quando comparado ao composto 10 (Tabela 2). O mesmo ocorreu com 0sS
seus precursores, uma vez que o composto 1, que deu origem ao composto 12, foi

mais ativo em promastigotas de L. braziliensis do que o composto 2, que originou o
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composto 10, sendo que esta diferenca de atividades também pode ser atribuida a
presenca do grupos (NO,).

O resveratrol foi também testado em formas promastigotas de Leishmania,
sendo que foram utilizadas trés origens distintas do mesmo composto: Resveratrol 1,
obtido da Sigma-Aldrich, Resveratrol 2, obtido Fagron e Resveratrol 3, obtido da
Galena. E importante destacar que o resveratrol 1 e 2 mostraram efeitos
semelhantes em promastigotas das trés espécies de Leishmania, porém o mesmo
nao ocorreu com o resveratrol 3, que ndo apresentou efeito antipromastigota até na
méaxima concentracdo testada, que foi de 200 uM (Tabela 2). Isso pode ser
explicado pelo fato de os resveratrol 1 e 2 apresentarem a mesma quantidade de
principio ativo (cerca de 99%), enquanto o resveratrol 3 possui somente cerca de 8%
do principio ativo.

Comparando a atividade antipromastigota do resveratrol com o efeito de seus
bioisGsteros testados neste trabalho, pode-se verificar que para L. amazonensis, 0s
compostos 7, 8, 11 e 12, que sdo compostos complexados a metais, foram mais
efetivos do que o resveratrol 1 e 2. Para L. braziliensis todos os bioisésteros do
resveratrol complexados a metais foram mais efetivos do que o resveratrol 1 e 2, e
ainda para esta espécie, o composto 1, um bioiséstero do resveratrol nao
complexado a metal, mostrou-se mais efetivo do que o resveratrol 1 e 2. Com
relacdo a L. major, os compostos 6, 7, 8, 11 e 12 (todos bioisésteros do resveratrol
complexados a metais), apresentaram maior efetividade do que o resveratrol 1 e 2
(Tabela 2). O conjunto desses resultados mostra que a complexacdo com metais
pode ser uma estratégia para melhorar o efeito biol6égico de compostos sintéticos,
pois neste trabalho foi mostrado que compostos complexados a metais foram mais
efetivos em formas promastigotas de Leishmania, quando comparado a compostos
nao complexados.

Vale destacar ainda que para promastigotas de L. amazonensis e L.
braziliensis, a maioria dos bioisésteros do resveratrol complexados a ouro e vanadio
mostrou mais efetivos do que a miltefosina (Tabela 2), um medicamento utilizado,

em alguns paises, para o tratamento das leishmanioses, pela via oral.
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4.1.2 Efeito in vitro de bioisésteros do resveratrol e seus complexos metélicos
em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c

Para avaliar a toxicidade dos bioisésteros do resveratrol e seus complexos
metélicos em células de mamiferos, foram utilizados macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, obtidos apo6s lavado peritoneal. O efeito dos compostos
sobre células de mamiferos foi avaliado pelo método colorimétrico do MTT apés 72
horas de tratamento e os resultados foram expressos como CCs, de cada composto,
gue sao mostrados na Tabela 3.

A partir da andlise da Tabela 3, pode-se verificar que os bioisosteros do
resveratrol ndo complexados a metais (compostos 1-5) ndo apresentaram toxicidade
em células de mamiferos, até na maxima concentracéo testada, que foi de 150 uM.
Os metais, ouro e vanadio, apresentaram toxicidade em macréfagos, com CCsg de
59,68 e 54,27 uM, respectivamente.

Com relacao aos bioisosteros do resveratrol complexados a metais, a maioria
dos compostos mostrou-se téxica, com CCsg variando de 16,29 a 84,75 uM. Quanto
aos complexos de ouro, dois compostos ndo foram toxicos para macréfagos
peritoneais até 150 pM, a maxima concentracdo testada (compostos 6 e 9),
enquanto os compostos 7 e 8 foram citotéxicos, com CCsy de 60,28 e 84,75 uM,
respectivamente. Ja para o0s complexos de vanadio, todos o0s compostos
apresentaram toxicidade para células de mamiferos, sendo que o composto 12 foi o
mais toxico, com CCs de 16,29 pM (Tabela 3). E valido destacar que o processo de
complexacdo com metais apesar de ter aumentado a atividade antipromastigota dos
compostos, também aumentou a toxicidade dos mesmos em células de mamiferos,
interferindo, portanto, na seletividade dos compostos. Neste sentido, foi realizada
uma comparacéao entre o efeito de cada composto em Leishmania e em macréfagos
peritoneais, através do célculo do InSe (resultados que serdo apresentados
posteriormente, na Tabela 5).

Os resveratrol 1 e 2 também apresentaram toxicidade em macréfagos
peritoneais, com CCsy de 87,59 e 70,27 uM, respectivamente, ja o resveratrol 3 nao
foi toxico para essas células até a maxima concentragdo testada, que foi de 150 uM
(Tabela 3).
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Tabela 3: Efeito dos biois6steros do resveratrol e seus complexos metalicos em macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c.

Compostos CCso (UM)’
Macréfagos peritoneais
1 >150,00
2 >150,00
3 >150,00
4 >150,00
5 >150,00
6 >150,00
7 60,28 + 3,6
8 84,75 £ 13,83
9 >150,00
10 57,70+ 1,24
11 24,32 £ 0,80
12 16,29 + 1,53
K[AuCl,] 59,68 + 4,92
VOSO, 54,27 £ 0,18
Resveratroll 87,59 +10,96
Resveratrol2 70,27 £ 11,33
Resveratrol3 >150,00
Miltefosina 131,99 + 3,95
Anfotericina B 85,81 + 30,49

*
CCsy de cada composto corresponde a média de 3 experimentos * erro padrdo. Calculado pelo

programa Grafit.

4.1.3 Efeito in vitro de bioiso6steros do resveratrol e seus complexos metélicos

em amastigotas intracelulares de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major

Os bioisosteros do resveratrol e seus complexos metalicos foram também

testados em formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis, L. braziliensis e

L. major. Para a realizacdo desses testes, macrofagos peritoneais de camundongos

BALB/c foram infectados com promastigotas de Leishmania sp. por 4 horas e

tratados com os compostos por 72 horas. O efeito antiamastigota foi avaliado pela
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contagem dos parasitos intracelulares e em seguida o Clso de cada composto foi
calculado com o auxilio do programa Probit (Tabela 4).

Mais uma vez € importante destacar que o0 processo de complexacdo dos
bioisGsteros do resveratrol a metais foi importante para a atividade biolégica dos
compostos (Tabela 4). Moléculas ndo complexadas ndo mostraram atividade
antiamastigota ou foram pouco efetivas, como por exemplo, os compostos 1 e 2
(Clsp acima de 50 pM em amastigotas de L. amazonensis), enquanto que as
moléculas complexadas, exceto os compostos 10 e 12, apresentaram significante
efeito em formas intracelulares de Leishmania, com Clsp variando de 3,16 a 25,95
UM. Em relacdo a sensibilidade das trés espécies de Leishmania a acdo dos
compostos, pode-se dizer que L. amazonensis foi a espécie mais sensivel a acao
das moléculas ndo complexadas e também aos bioisésteros do resveratrol
complexados a vanadio, entretanto, com relacdo aos bioisésteros complexados com
ouro, L. braziliensis mostrou-se a espécie mais sensivel.

Com relacao aos bioisésteros ndo complexados, observa-se que, assim como
ocorreu para formas promastigotas, a presenca de grupos (NO.) ligados aos anéis
aromaticos (composto 1) ou a inexisténcia de ligantes a esses anéis aromaticos
(composto 2) foram favoraveis a atividade antiamastigota, pois os compostos 1 e 2
apresentaram efeito em amastigotas de L. amazonensis com Clsg de 53,36 e 68,65
UM, respectivamente. As demais moléculas ndo complexadas ndo mostraram efeito
até na maxima concentragao testada, que foi de 100 uM (Tabela 4).

Quanto aos bioisésteros do resveratrol complexados a ouro, verifica-se que
da mesma forma que foi observado para promastigotas, a presenca de dois grupos
metoxila ligados a dois anéis aromaticos distintos no composto 7 conferiu um efeito
antiamastigota melhor do que o composto 8, que apresenta uma estrutura bastante
semelhante, entretanto n&o possui 0s grupamentos metoxila. Por outro lado,
diferente do observado para formas promastigotas de Leishmania, o composto 9,
gue possui 0 ouro em seu estado de oxidacdo (+1), foi mais efetivo do que o

composto 8, que tem o ouro no estado de oxidacéo (+3) (Tabela 4).
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Tabela 4: Efeito dos bioisésteros do resveratrol e seus complexos metalicos em amastigotas

intracelulares de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major.

Composto Estrutura Quimica Clso (M)
L. amazonensis L. braziliensis L. major
@rﬁg
|
C[" 53,36 >100,00 >100,00
1 1 (43,10-66,06)
C
|
@:" 68,65 >100,00 >100,00
2 i (41,16-114,51)
|l OH
@[ >100,00 >100,00 NT*
3 ll OH
o
4 (L
o >100,00 >100,00 >100,00
SV
@
5
T — > > >
$ />_<\://\ 100,00 100,00 100,00
e
| 17,07 5,00 15,22
6 L o™ e (14,42-20,21) (3,19-7,84) (12,02-19,26)
|
]
[ o
7 <_@ 16,25 4,06 5,69
/M\/” (12,12-21,79) (3,27-5,03) (4,56-7,08)
@E:/>{> 25,95 6,84 15,43
\ . (20,51-32,84) (5,24-8,94) (11,60-20,53)
—
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Continuacdo Tabela 4: Efeito dos bioisosteros do resveratrol e seus complexos metdlicos em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major.

Composto Estrutura Clso (M)
Quimica L. amazonensis L. braziliensis L. major
J
9
|\ >_® 577 3,16 14,90
= (4,39-7,58) (2,04-4,90) (12,59-17,64)
A
Ilmn [1] W R: \ f
[ 0 >50,00 >50,00 >50,00
10 7
R R .
| L
N‘ 0/0
11 @i W 3,51 25,31 13,99
N (2,90-4,26) (19,78-32,39)  (10,91-17,94)
[satas
Ao A
12 ,-"nk_,\\‘ 0 ))/,,,-—'"\..;-"-“
ﬂ.\,,.,[.‘",,,mk;\,_,q.,l-..\,- >10,00 >10,00 >10,00
.
e ) ML‘{ T
(30,36-47,14) (28,70-57,35)
VOSO, VOS0,4.3H,0 >50,00 >50,00 >50,00
Resveratroll ) 42,85 124,48 52,40
(37,56-48,88)  (106,44-145,59) (43,42-63,25)
Resveratrol2 i 41,34 130,00 55,81
(35,60-48,01)  (107,79-156,79) (49,04-63,52)
Resveratrol3 - >100,00 > 200,00 >200,00
2,45 7,56
Miltefosina - 4,15
(2,90-5,96) (2,21-2,94) (6,35-8,98)
. 0,18 0,03 0,07
Anfotericina B -
(0,12-0,26) (0,02-0,05) (0,06-0,08)

*

Clsg de cada composto corresponde a média de 3 experimentos. Os valores entre parénteses

representam o intervalo de confianca. Calculado pelo programa Probit. *NT = N&o testado.
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Em relagdo aos bioisésteros do resveratrol complexados com vanadio, entre
0s trés compostos sintéticos, somente um, o composto 11, mostrou efeito em
amastigotas de Leishmania, com Clsg de 3,51, 25,31 e 13,99 pM para L.
amazonensis, L. braziliensis e L. major, respectivamente (Tabela 4). Talvez a
explicagéo para isto possa estar no fato de o composto 11 possuir uma estrutura
molecular menor do que os compostos 10 e 12, o que facilitaria a penetracdo do
mesmo através das membranas celulares, dos macréfagos e dos parasitos, visto
gue os amastigotas estdo localizados no ambiente intracelular. Vale destacar ainda
que o composto 11 foi, dentre todos os compostos testados, o mais efetivo em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis (Tabela 4).

E importante ressaltar que, com base na toxicidade dos complexos metalicos
em macrofagos peritoneais, foi realizada uma adaptacdo das concentracfes
maximas a serem testadas em amastigotas intracelulares. Por exemplo, a maxima
concentracdo do composto 10 testada em amastigotas, foi de 50 uM e do composto
12, foi de 10 uM, em virtude da toxicidade dos mesmos em células de mamiferos
(ver Tabela 3).

Os metais, ouro e vanadio, também tiveram o seu efeito avaliado, sendo que
o vanadio ndo foi ativo, até na maxima concentracdo testada (50 uM) em nenhuma
das trés espécies de Leishmania, enquanto o ouro mostrou-se efetivo em
amastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis, com Clsy de 37,83 e 40,57 uM,
respectivamente (Tabela 4). Tal fato mostra que o efeito dos bioisosteros do
resveratrol complexados a metais, tanto em formas promastigotas quanto em
amastigotas intracelulares, ocorre em virtude da complexacdo do bioiséstero do
resveratrol com o metal, ja que o efeito da maioria dos compostos complexados em
promastigotas e amastigotas de Leishmania € melhor do que o efeito dos
biois6steros ndo complexados e/ou dos metais isolados.

Ao comparar o efeito dos bioisosteros do resveratrol complexados a metais
com a atividade do resveratrol, pode-se perceber que para as trés espécies de
Leishmania testadas todos os complexos ativos mostraram-se mais efetivos do que
o resveratrol 1 e 2. Ainda é valido destacar que o composto 7 (complexo de ouro),
para L. major e o composto 11 (complexo de vanadio) para L. amazonensis, foram
mais efetivos do que um dos medicamentos de referéncia utilizados neste trabalho,

a miltefosina (Tabela 4).
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E importante destacar que os resultados dos testes com os compostos 1, 4, 5,
6, 7, 8 e 9, os complexos de ouro e 0S seus precursores, em promastigotas e
amastigotas de L. amazonensis ja haviam sido apresentados anteriormente em uma
dissertacdo de mestrado (MACHADO, 2013), entretanto foram novamente
adicionados neste trabalho somente com o intuito de comparar esses dados com 0s
resultados desses mesmos compostos em outras espécies de Leishmania, L.
braziliensis e L. major, e com o efeito de complexos de vanadio nesta mesma

espécie de Leishmania.

4.1.4 Seletividade dos bioisdsteros do resveratrol e seus complexos metélicos

em promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major

A seletividade dos compostos utilizados neste trabalho foi determinada
através do célculo do indice de seletividade (InSe). O InSe determina a seletividade
de um composto pelo parasito, em comparacdo com a célula hospedeira. Isso
mostra se um determinado composto € mais ativo em Leishmania do que téxico para
macréfagos ou vice-versa. O InSe é calculado pela razdo entre o CCsp em
macréfagos peritoneais e o Clsp em formas promastigotas ou amastigotas de
Leishmania. Portanto, para que um composto tenha maior efeito leishmanicida do
gue toxicidade para macréfagos, é necessario que o valor do InSe seja maior do que
um, mostrando que o Clsp em Leishmania € menor do que o CCso em macréfagos.
As Tabelas 5 e 6 mostram o0 InSe de cada composto em formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania, respectivamente.

A partir da analise da Tabela 5, é valido destacar que a maioria dos
biois6steros do resveratrol apresentou InSe maior do que um, mostrando
seletividade dos compostos por promastigotas, em comparacdo com a célula
hospedeira. Dentre os complexos de ouro, 0 composto 7 merece destaque, pois se
mostrou cerca de 47 vezes mais toxico para promastigotas de L. braziliensis do que
para macrofagos. Dos bioisGsteros complexados com vanadio, 0 composto 11, em
promastigotas de L. amazonensis, foi o que apresentou melhor seletividade, uma
vez que foi cerca de 4 vezes mais téxico em promastigotas do que em macrofagos
peritoneais. Com relagdo ao composto 12, apesar de ter apresentado significante
efeito antipromastigota (Tabela 2), foi muito téxico para macréfagos (Tabela 3) e,

portanto, para L. amazonensis e L. major o valor do InSe ficou abaixo de um,
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mostrando que esse composto é mais toxico para macrofagos do que para formas

promastigotas.

Tabela 5: InSe dos bioisésteros do resveratrol e seus complexos metalicos em formas promastigotas
de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major.

Compostos nse”
L. amazonensis L. braziliensis L. major
1 - >2,21 -
2 - >2,01 -
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6 >6,97 >16,15 >7,31
7 11,64 46,73 13,82
8 541 8,56 1,76
9 >3,55 >8,15 >2,78
10 - 1,81 -
11 3,66 1,61 0,83
12 0,92 1,82 0,97

*indice de Seletividade, calculado pela formula: CCs, em macréfagos peritoneais/Cls, em formas
promastigotas de Leishmania.

Com relacdo a amastigotas intracelulares, a andlise da Tabela 6 mostra que
os complexos de ouro apresentaram elevada seletividade pelo estagio intracelular
do parasito Leishmania, sendo no minimo 3 vezes mais toxico em amastigotas do
que em macrofagos, com destaque para o composto 9, que foi pelo menos 47 vezes
mais efetivo em amastigotas intracelulares de L. braziliensis do que em macréfagos
peritoneais. Quanto aos complexos de vanadio, o composto 11, em amastigotas de
L. amazonensis, se destacou, ja que foi cerca de 7 vezes mais toxico para o parasito
intracelular do que para a célula hospedeira. Este fato € de suma importancia, ja que
0S amastigotas sao as formas biologicas do parasito relacionadas as manifestacdes

clinicas das leishmanioses em mamiferos, incluindo o homem.
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Tabela 6: InSe dos bioisésteros do resveratrol e seus complexos metalicos em formas amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, L. braziliensis e L. major.

Compostos nse”

L. amazonensis L. braziliensis L. major
1 >2,81 - -
2 >2,18 - -
3 - - -
4 - - -
5 - - -
6 >8,79 >30,00 >9,85
7 3,71 14,85 10,59
8 3,26 12,39 5,49
9 >26,00 >47,47 >10,07
10 - - -
11 6,93 0,96 1,74
12 - - -

*Indice de Seletividade, calculado pela formula: CCs, em macréfagos peritoneais/Cls, em formas
amastigotas de Leishmania.

Nas Tabelas 5 e 6 pode-se observar que para alguns compostos nédo foi
possivel calcular o InSe, visto que 0s mesmos ndo apresentaram efeito
leishmanicida em formas promastigotas ou amastigotas intracelulares de L.
amazonensis, L. braziliensis ou L. major. Em um raciocinio semelhante, para alguns
compostos foi possivel obter somente uma estimativa do InSe, visto que alguns néao

apresentaram toxicidade até a maxima concentragdo testada (150 pM).

4.1.5 Especificidade dos bioisosteros do resveratrol e seus complexos

metalicos em L. amazonensis, L. braziliensis e L. major

A especificidade dos compostos utilizados neste trabalho foi determinada
através do calculo do indice de especificidade (InEs). O InEs determina a
especificidade de um composto entre os dois estagios do parasito Leishmania,

promastigotas e amastigotas, avaliando em qual dessas formas o composto € mais
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ativo. O InEs é calculado pela razdo entre o Clsp em formas promastigotas e o Clsg
em formas amastigotas intracelulares de Leishmania.

Muylder et al. (2011) estabeleceram uma classificacdo relacionada a
especificidade dos compostos entre os dois estagios do parasito Leishmania. De
acordo com este trabalho, valores acima de 2,0 definem compostos mais ativos em
amastigotas intracelulares, valores abaixo de 0,4 definem compostos mais ativos em
formas promastigotas e compostos com valores de especificidade entre 0,4 e 2,0
sao considerados ativos em ambos 0s estagios do parasito, com efeito semelhante
em promastigotas e amastigotas. No presente trabalho foi calculado o InEs dos
bioisdsteros do resveratrol e seus complexos metélicos, que estdo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7: InEs dos bioisosteros do resveratrol e seus complexos metdlicos em L. amazonensis, L.
braziliensis e L. major.

Compostos InEs
L. amazonensis L. braziliensis L. major
1 >1,87 <0,68 -
2 >1,46 <0,75 -
3 - - -
4 ; ; ]
5 - - -
6 1,26° 1,86° 1,35°
7 0,32° 0,32° 0,77°
8 0,60° 1,45° 3,12%
9 7,317 5,824 3,624
10 - <0,64 -
11 1,89° 0,60° 2,09
12 <1,77 <0,90 <1,68

*indice de Especificidade, calculado pela féormula: Cls, em formas promastigotas/Cls, em formas
amastigotas de Leishmania. °Efeito semelhante entre os dois estagios do parasito; " Especificidade
em formas promastigotas; AEspecificidade em formas amastigotas.
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Analisando a Tabela 7 e considerando a classificacdo estabelecida por
Muylder et al. (2011), verifica-se que os bioisosteros do resveratrol complexados a
ouro apresentaram variada especificidade entre os dois estagios do parasito. Para L.
amazonensis e L. braziliensis, os compostos 6 e 8 apresentaram efeito semelhantes
em promastigotas e amastigotas, o composto 7 mostrou-se mais efetivo em formas
promastigotas e o composto 9 em amastigotas intracelulares. Para L. major, os
compostos 6 e 7 mostraram semelhantes efeitos entre os estagios de vida do
parasito e os compostos 8 e 9 foram mais efetivos em amastigotas intracelulares.

Sobre os compostos ndo complexados e para a maioria dos bioisosteros
complexados a vanadio (para os compostos 10 e 12), ndo se pode chegar a
conclusdes para todos os compostos, visto que para alguns ndo foi possivel fazer o
calculo do InEs, pois ndo apresentaram efeito em nenhuma das formas evolutivas de
Leishmania, enquanto que para outros, em virtude de ndo possuirem efeito em uma
das duas formas evolutivas, ndo se obteve um valor exato, mas sim uma estimativa
do InEs. Para o composto 11, também um complexo de vanadio, pode-se afirmar
gue para L. amazonensis e L. braziliensis houve um efeito semelhante entre os dois
estagios do parasito (InEs = 1,89 e 0,60, respectivamente), mostrando que este
composto pode apresentar alvos semelhantes em promastigotas e amastigotas
dessas duas espécies de Leishmania, entretanto para L. major, tal composto
mostrou especificidade por formas amastigotas intracelulares, com InEs = 2,09
(Tabela 7).

Em resumo, os resultados apresentados na Parte | deste trabalho destacam o
potencial leishmanicida in vitro de bioisésteros do resveratrol complexados com
atomos de ouro ou vanadio, o que abre perspectivas para o delineamento de novos
compostos biologicamente ativos e estimula a continuidade deste trabalho, através
da investigacdo do mecanismo de acdo, bem como da avaliacdo do efeito na LC
murina.

Neste sentido, apos a triagem dos doze compostos sintéticos bioisosteros do
resveratrol em Leishmania sp. e em macréfagos, foi selecionado o composto 11 (um
complexo de vanadio, a partir de agora denominado de VOSalophen) em L.
amazonensis, para ser avaliado de maneira mais detalhada quanto ao seu efeito
neste protozoario. A escolha deste composto foi baseada nos seguintes critérios: (1)
estar complexado a vanadio, cuja sintese é financeiramente mais vantajosa quando

comparada a de complexos com ouro; (2) dentre os complexos de vanadio, este
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composto em L. amazonensis, mostrou-se 0 mais efetivo, mostrando significante
efeito em ambas as formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L.
amazonensis e (3) apresentou InSe satisfatério em ambas as formas do parasito L.
amazonensis. Esses resultados seréo descritos na Parte Il deste trabalho.
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4.2 Parte Il — Estudos complementares do efeito de VOSalophen em células de

mamiferos e em formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis

4.2.1 Efeito in vitro do composto VOSalophen em outra linhagem de células de

mamiferos: eritrécitos humanos

Como ja foi apresentado anteriormente na Parte | deste trabalho, o composto
VOSalophen, apesar de ter se mostrado seletivo em promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis (Tabelas 5 e 6, respectivamente), apresentou
toxicidade em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, com CCsy de 24,32
UM (Tabela 3). Este fato impulsionou a avaliacdo da toxicidade deste composto em
outra linhagem de células de mamiferos, os eritrécitos humanos, resultando em
maiores informacdes sobre os possiveis efeitos adversos deste composto.

Para a avaliacdo do efeito hemolitico, eritrécitos humanos foram incubados
com VOSalophen por 24 horas e mantidos a 37°C. O nivel de hemdlise foi avaliado
espectrofotometricamente, pela concentracdo de hemoglobina no sobrenadante das
células. A Figura 7 mostra o efeito hemolitico do composto VOSalophen, bem como
do resveratrol 1 e da anfotericina B. A andlise desta figura revela que o composto
VOSalophen nédo apresentou niveis significativos de toxicidade para eritrécitos,
induzindo cerca de 6% de hemdlise na concentracdo mais elevada, de 150 uM.
Resveratrol 1 também n&o induziu niveis expressivos de hemdlise, enquanto a
anfotericina B resultou, em todas as concentra¢cdes testadas, em niveis hemoliticos

acima de 40%.
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Figura 7: Efeito hemolitico induzido pelo composto VOSalophen, resveratrol 1 e anfotericina B. Os
compostos foram incubados com os eritrécitos por 24 horas a 37°C e a lise celular foi avaliada
espectrofotometricamente, através da concentragdo de hemoglobina no sobrenadante das células. O
grafico foi construido utilizando Microsoft Excel 2010, com valores correspondentes a média de 3
experimentos independentes.

Esses resultados mostram que apesar de VOSalophen ter apresentado certo
grau de toxicidade em macréfagos peritoneais, 0 mesmo nao foi téxico em eritrocitos
humanos. Além disso, este composto apresentou-se quatro e sete vezes mais toxico
para promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, respectivamente, quando
comparado a célula hospedeira (macréfagos peritoneais). Esses dados, em
conjunto, impulsionaram a continuidade dos estudos com VOSalophen, quanto a
avaliacdo do mecanismo de acdo neste protozoario e ao efeito in vivo em modelo

experimental murino de LC, cujos resultados serdo apresentados adiante.

4.2.2 Estudo in vitro do mecanismo de acdo do composto VOSalophen em

promastigotas de L. amazonensis

Para iniciar esses estudos, formas promastigotas de L. amazonensis foram
tratadas com 50,00; 25,00; 12,50 e 6,25 uM de VOSalophen por 72 horas e o efeito
antiparasitario foi avaliado pelo método colorimétrico do MTT. Em seguida, foi
montada uma curva de sobrevivéncia dos promastigotas ap6s 72 horas de

tratamento com VOSalophen (Figura 8). A andlise da mesma mostra que este
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composto possui um efeito antipromastigota concentragdo dependente, sendo que
guanto maior a concentragdo utilizada, menor a porcentagem de promastigotas
viaveis. O Clso deste composto em promastigotas de L. amazonensis, apos 72 horas

de tratamento, € 6,65 UM e ja foi apresentado na Parte | deste trabalho (Tabela 2).
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Figura 8: Efeito de VOSalophen no crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis apos
72 horas de tratamento. A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT. O gréfico
foi construido utilizando Microsoft Excel 2010, com valores correspondentes a média de 3
experimentos independentes.

A mitocbndria de tripanossomatideos, por ser Unica (FIDALGO e GILLE,
2011; MENNA-BARRETO e DE CASTRO, 2014), apresentar uma série de
peculiaridades importantes para a sobrevivéncia do parasito (FIDALGO e GILLE,
2011) e ser estruturalmente e funcionalmente diferente das mitocdndrias de
mamiferos, tem sido considerada um alvo terapéutico atrativo e tem exercido papel
crucial no desenvolvimento de novos compostos ativos (FIDALGO e GILLE, 2011,
MENNA-BARRETO e DE CASTRO, 2014). Com base neste fato, foi avaliado o AWm
de formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com VOSalophen, por 24

horas.
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Primeiramente, os promastigotas foram tratados com VOSalophen a 27 ou 53
UM por 24 horas e incubados com JC-1 (Figura 9). Em células ndo tratadas
(controle) a razédo 600/528 foi 7,68. O tratamento com 27 ou 53 UM do composto
levou a reducdo da razdo 600/528 para 4,77 e 1,62, respectivamente. Células
tratadas com miltefosina 21 pM por 24 horas foram utilizadas como controle positivo
e este tratamento induziu reducdo da razdo 600/528 para 1,87. Estes resultados
mostram que o tratamento com VOSalophen induziu dano a mitocondria de

promastigotas de L. amazonensis, com despolarizacdo do AWm.

Razao 600/528

Figura 9: Alteracdes no AWm induzidas pelo tratamento com VOSalophen (27 e 53 uM) por 24 horas
e avaliadas através de marcacdo com JC-1. Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism
versao 5.0 usando andlise de variancia (One-way ANOVA), no qual diferencas estatisticamente
significantes quando comparado ao grupo controle foram analisadas pelo pés-teste de Dunnett: p <
0,001 (***). Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.

Para confirmar os dados obtidos com o JC-1, foi também utilizado o
Mitotracker® Red CM-H2XROS para avaliar o AWYm de células tratadas com
VOSalophen. A Figura 10 mostra que o tratamento com 27 e 53 uM do composto
induziu uma reducédo da intensidade de fluorescéncia do Mitotracker® Red CM-
H2XROS, de 47,5% e 32,5%, respectivamente, comparado ao controle sem

tratamento. Os tratamentos de promastigotas de L. amazonensis com FCCP 20 uM
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e miltefosina 21 puM, por 24 horas, foram utilizados como controle positivo deste
experimento e induziram redugédo da intensidade de fluorescéncia de 67,5% e de
12,5%, respectivamente, quando comparados ao controle ndo tratado (Figura 10).
Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos com JC-1 e confirmam
os danos mitocondriais ocasionados por VOSalophen em promastigotas de L.

amazonensis.
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Figura 10: Alteracbes no AWm induzidas pelo tratamento com VOSalophen (27 e 53 pM) por 24
horas e avaliadas através de marcagcdo com Mitotracker® Red CM-H2XROS. Andlises estatisticas
foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando analise de variancia (One-way ANOVA), no qual
diferencas estatisticamente significantes quando comparado ao grupo controle foram analisadas pelo
pés-teste de Dunnett: p < 0,001 (***); p < 0,01 (**). Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos
independentes.

Ainda com o intuito de confirmar os resultados de dano mitocondrial obtidos
com o JC-1 e o Mitotracker® Red CM-H2XROS, foi realizado o tratamento de
promastigotas de L. amazonensis com VOSalophen a 27 e 53 uM, por 24 horas e
em seguida as células foram marcadas com rodamina 123 (Tabela 8). A partir da
marcacdo com a rodamina 123, foi calculado o indice de variacao (IV), que é dado
pela férmula (MT-MC)/MC, onde MT corresponde a mediana de fluorescéncia de

parasitos tratados e MC é a mediana de fluorescéncia de parasitos controle. Valores
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de IV negativos correspondem a depolarizacdo do AWm. Como pode ser observado
na Tabela 8, tanto para VOSalophen (27 e 53 pM), quanto para miltefosina foram
obtidos valores de IV negativos, 0 que mais uma vez confirma a ocorréncia de
despolarizacdo AWm de promastigotas de L. amazonensis tratados com este
complexo de vanadio. Esses resultados, em conjunto, mostram que a mitocondria de

promastigotas de L. amazonensis € um alvo potencial de VOSalophen.

Tabela 8: Alteracdes no AWm induzidas pelo tratamento com VOSalophen (27 e 53 uM) por 24 horas
e avaliadas por meio da marcacdo com rodamina 123.

Tratamento Iv*
Controle 0.00
VOSalophen 27 uM -0,31
VOSalophen 53 uM -0.78
Miltefosina 21 yM -0.74

*Indice de variagdo (IV), obtido pela equagdo (MT-MC)/MC, onde MT é a mediana de fluorescéncia
dos parasitos tratados e MC € a mediana de parasitos ndo tratados (controle). Andlises foram obtidas
no FCS Express V3. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.

A despolarizacdo do AWm geralmente esta relacionada a ocorréncia de
estresse oxidativo, com aumento da producdo de EROs (CHANDRASEKARAN et
al.,, 2013). Baseado neste fato, a producdo de tais radicais foi avaliada em
promastigotas de L. amazonenis tratadas com VOSalophen, por meio a marcacao
com H,DCFDA. A Figura 11 mostra que o tratamento com 27 e 53 pM deste
composto aumentou a producdo de EROs em aproximadamente 3 e 2,5 vezes,
respectivamente, quando comparado ao controle ndo tratado. Promastigotas de L.
amazonensis tratadas com miltefosina (21 uM), por 24 horas, foram utilizadas como
controle positivo e este tratamento levou a um aumento dos niveis de EROs de

cerca de 3 vezes, quando comparado ao controle.
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Figura 11: Producdo de EROs em promastigotas de L. amazonensis tratados com VOSalophen (27
e 53 uM) por 24 horas e posteriormente marcados com H,DCFDA. Andlises estatisticas foram obtidas
no GraphPad Prism versé@o 5.0 usando andlise de variancia (One-way ANOVA), no qual diferencas
estatisticamente significantes quando comparado ao grupo controle foram analisadas pelo pos-teste
de Dunnett: p < 0,001 (***). Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.

Esses resultados mostram que parasitos tratados com VOSalophen, além de
terem apresentado despolarizacdo do AWm (Figuras 9 e 10 e Tabela 8), sofreram
também estresse oxidativo, com o aumento da producédo de EROs (Figura 11).

Na tentativa de esclarecer a sequéncia destes eventos (despolarizacdo do
AWm e producdo de EROSs), os parasitos foram tratados com VOSalophen em
tempos mais curtos. Assim, promastigotas de L. amazonensis foram tratados com 27
e 53 uM do composto por 3 e 6 horas e em seguida as células foram marcadas,
separadamente, com JC-1 para avaliagdao do AWYm e com H,DCFDA para avaliacéo
dos niveis de EROs. A Figura 12 mostra que apos 3 e 6 horas de tratamento com o
composto ja houve despolarizagdo do AWm, com reducdo da razdo 600/528, em
ambas as concentracdes utilizadas. Apds 3 horas, o tratamento com 27 e 53 uM
induziu reducao da raz&o 600/528 de 7,88 (controle ndo tratado) para 3,99 e 3,97,
respectivamente. Apdés 6 horas, nas concentragbes de 27 e 53 pM do composto

houve reducéo da razdo de 7,17 (controle) para 3,48 e 4,53, respectivamente.



94

3 horas 6 horas

10

Razao 600/528
o N D (o)) [ee]
B |
I

N\ N\ A
& AY oV & AY oY
K ARt RN AR
O Q,Q Q,{\ @) Q;Q Q)Q
S NN
\0Q \0Q \0Q \0Q
R & o
O © O ©

Figura 12: Alteragbes no AWm induzidas pelo tratamento de 3 e 6 horas com VOSalophen (27 e 53
UM) e avaliadas através de marcacdo com JC-1. Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad
Prism versdo 5.0 usando andlise de varidncia (One-way ANOVA), no qual diferencas
estatisticamente significantes, quando comparado ao grupo controle, foram analisadas pelo pés-teste
de Dunnett: p < 0,001 (***). Os dados foram obtidos a partir de 4 experimentos independentes.

Com relacdo a producdo de EROs, a andlise da Figura 13 permite concluir
que apos 6 horas de tratamento com o composto houve aumento de producdo de
EROs, onde a incubacdo com 27 uM aumentou 1,58 vezes a producdo desses
radicais e o tratamento com 53 pM aumentou 1,81 vezes a producdo de EROs.
Entretanto, apds 3 horas de incubacédo, ndo houve diferenca de producéo de EROs
entre células ndo tratadas e células tratadas com ambas concentracdes do
composto. Esses resultados mostram que a despolarizacdo do AWm antecede a
producdo de EROs em promastigotas de L. amazonensis tratadas com o composto,
0 que remete ao fato de que talvez este composto atue como uma substancia toxica
exodgena, que induz danos a mitocondria do parasito, com despolarizagédo do A¥Ym.
Em virtude deste fato, ocorre um aumento de produgéo de EROs, sendo que essa

substancia, uma vez produzida, também pode contribuir com a morte do parasito.



95

3 horas 6 horas

15000

ns

Unidades relativas de fluorescéncia
al
o
o
o o
- >(-
*

< Z
LSS LSS
< A o) X A o)
S NS RN A
v & & ¢ & &
NN ST
O N RS
>
K L K P
O © © Q

Figura 13: Producdo de EROs em promastigotas de L. amazonensis tratados com VOSalophen (27
e 53 uM) por 3 e 6 horas e posteriormente marcados com H,DCFDA. Andlises estatisticas foram
obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando andlise de variancia (One-way ANOVA), no qual
diferencas estatisticamente significantes, quando comparado ao grupo controle, foram analisadas
pelo pés-teste de Dunnett: p < 0,001 (***), p < 0,01 (**) e nao significativo (ns). Os dados foram
obtidos a partir de 4 experimentos independentes.

A disfungdo mitocondrial pode induzir um acumulo de corpos lipidicos no
interior das células (LEE et al.,, 2013). Com base neste fato e sabendo que
VOSalophen causa disfungdo mitocondrial em L. amazonensis, foi avaliado o
acumulo de lipideos neutros em formas promastigotas tratadas com este composto.
A ocorréncia desta alteracao celular foi determinada por meio da marcagéo com Nile
Red. A Figura 14 mostra que o tratamento com VOSalophen a 27 e 53 pM induziu
aumento de 86% e 98% do acumulo de lipideos neutros, respectivamente, quando
comparado ao controle néo tratado. Miltefosina 21 uM foi utilizada como controle
positivo e induziu um aumento de 22% do acumulo de lipideos neutros no interior

das células.
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Figura 14: Acumulo de lipideos neutros em promastigotas de L. amazonensis tratados com o
VOSalophen (27 e 53 puM) por 24 horas e posteriormente marcados com Nile Red. Analises
estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando andlise de varidncia (One-way
ANOVA), no qual diferengas estatisticamente significantes quando comparado ao grupo controle
foram analisadas pelo pés-teste de Dunnett: p < 0,001 (***)e p < 0,05 (*). Os dados foram obtidos a
partir de 3 experimentos independentes.

O aspecto morfoloégico de promastigotas de L. amazonensis tratadas com
VOSalophen também foi avaliado. Apés 24 horas de incubacdo com 27 e 53 uM do
composto, foram observadas alteragbes na morfologia das células (Figura 15).
Verifica-se a presenca de parasitos contendo mais de um flagelo (setas azuis), e
parasitos com formato do corpo arredondado (setas vermelhas), em ambas as
concentracOes testadas (Figuras 15B - 27 uM; 15C e D - 53 uM), diferentemente do
controle ndo tratado (Figura 15A), em que 0s parasitos apresentaram apenas um
flagelo e corpo celular alongado. Outra alteracdo que pode ser observada em
promastigotas tratadas com VOSalophen (27 e 53 pM) é a reducdo do volume da

célula, quando comparado ao controle néao tratado (Figura 15).
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Figura 15: Fotomicrografia ilustrativa do efeito de VOSalophen (27 e 53 yM) em promastigotas de L.
amazonensis, ap6s 24 horas de tratamento. (A) Controle (B) VOSalophen 27 uM (C e D)
VOSalophen 53 uM. Apos tratamento as células foram fixadas com etanol, coradas com Giemsa e
analisadas em microscopio 6tico. As setas azuis indicam parasitos com dois flagelos e as setas
vermelhas indicam parasitos com o corpo arredondado. Escala da barra =5 uym.

No intuito de confirmar a reducdo do volume celular observada durante a
analise das laminas pela microscopia Optica, formas promastigotas de L.
amazonensis foram tratadas ou ndo com VOSalophen e em seguida foram
analisadas em citdmetro de fluxo para avaliacdo do parametro FSC, que tem relagéo
com o volume celular. A Figura 16 mostra que o tratamento com VOSalophen a 27 e
53 pM realmente induziu uma reducdo do volume dos promastigotas apos 24 horas
de tratamento. Analisando a populacdo de células no quadrante inferior esquerdo (3°
guadrante), verifica-se que no controle ha 12,77% de células, e esta porcentagem
aumentou para 20,44% e 39,48% apds o tratamento com 27 e 53 uM do composto,
respectivamente. O tratamento com miltefosina (42uM) por 24 horas foi utilizado
como controle positivo e também induziu uma reducgdo do volume das células, onde

no 3° quadrante foram observadas 80,81% das células (Figura 16).
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Figura 16: Volume dos promastigotas de L. amazonensis tratados com VOSalophen (27 e 53 uM)
por 24 horas. O tamanho celular foi avaliado através de citometria de fluxo, onde 10.000 eventos
foram analisados, observando o FSC (Forward Scatter), que tem relacdo com o volume da célula.
Andlises foram obtidas no FCS Express V3. As andlises estatisticas foram obtidas no GraphPad
Prism 5.0 usando andlise de variancia (One-way ANOVA), no qual diferencas estatisticamente
significantes quando comparado ao grupo controle foram analisadas pelo pés-teste de Dunnett: p <
0,001 (***) e p < 0,05 (*). Os dados foram obtidos a partir de 4 experimentos independentes.

Foi ainda avaliado o tamanho (corpo + flagelo) dos promastigotas tratados
com VOSalophen. Para isto foram utilizados recursos do programa CellSens. A
analise da Figura 17 permite concluir que o tratamento com este composto também
induziu reducdo do tamanho dos promastigotas de L. amazonensis. No controle ndo
tratado os parasitos apresentam média de tamanho de 24,75 um, o qual foi reduzido,
em média, para 19,19 um e 16,14 um, em promastigotas tratados com 27 e 53 uM

de VOSalophen, respectivamente.
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Figura 17: Tamanho (corpo + flagelo) dos promastigotas de L. amazonensis tratados com
VOSalophen (27 e 53 puM) por 24 horas. O tamanho celular foi avaliado por meio de medidas do
corpo + flagelo dos parasitos, em laminas fixadas com etanol e coradas com Giemsa, por microscopia
Gtica. As medidas foram realizadas com recursos do programa CellSens. Andlises estatisticas foram
obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando analise de variancia (One-way ANOVA), no qual
diferencas estatisticamente significantes quando comparado ao grupo controle foram analisadas pelo
pos-teste de Dunnett: p < 0,001 (***). Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos
independentes.

Dando continuidade a avaliacdo do mecanismo de acdo de VOSalophen em
promastigotas de L. amazonensis, foi avaliada a permeabilidade da membrana
plasmatica dos parasitos tratados com este composto, por 24 horas. Para esta
avaliacdo, foi realizada a marcacdo com Pl e em seguida as células foram
analisadas por citometria de fluxo (Figura 18) e por fluorimetria (Figura 19).

Por citometria de fluxo, a Figura 18 mostra que ndo houve diferencas das
intensidades de fluorescéncia do Pl entre o controle e os tratamentos com
VOSalophen a 27 e 53 pM. O mesmo néo pode ser dito sobre o controle positivo
(promastigotas aquecidos a 65°C por 10 minutos), que apresentou intensidade de

fluorescéncia mais elevada quando comparado ao controle.
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Figura 18: Integridade da membrana plasmatica de promastigotas de L. amazonensis tratados com o
VOSalophen (27 e 53uM) por 24 horas, marcados com Pl e avaliados por citometria de fluxo, onde
10.000 eventos foram analisados. A figura mostra a representacédo da intensidade de fluorescéncia
para Pl. Andlises foram obtidas no FCS Express V3. Os dados foram obtidos a partir de 3
experimentos independentes. Promastigotas aquecidos a 65°C por 10 minutos foram utilizados como
controle positivo.

A Figura 19 mostra a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica por
fluorimetria, e é possivel verificar que apo6s 24 horas de tratamento com
VOSalophen nas concentracdes de 27, 53, 106 e 160 uM, ndo houve alteracdo na
integridade da membrana plasmatica dos parasitos. Esses dados mostram que
mesmo em concentracdes elevadas, como em 106 e 160 pM, concentracdes
correspondentes a 16 e 24 vezes o Clsg em promastigotas de L. amazonensis ap0s
72 horas de tratamento, ndo houve danos a membrana plasmatica das células, uma
vez que néo foi observada marcacéo pelo PIl, cuja molécula s6 consegue penetrar
na célula e marcar o DNA em caso de perda da integridade da membrana
plasmatica. Estes resultados corroboraram com os dados obtidos por citometria de

fluxo, em que ambos mostram que a membrana plasmatica dos parasitos
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permaneceu integra ap0s o tratamento com VOSalophen. Este conjunto de
resultados indica que este composto parece nao induzir morte por necrose nestes
parasitos, visto que células necroticas apresentam como uma das caracteristicas
principais a perda da integridade da membrana plasmatica, com aumento da

permeabilidade e consequente lise celular (BORGES et al., 2016).
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Figura 19: Integridade da membrana plasmética de promastigotas de L. amazonensis tratados com o
VOSalophen (27, 53, 106 e 160 uM) por 24 horas, marcados com Pl e avaliados por fluorimetria.
Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando andlise de variancia (One-
way ANOVA), no qual diferencas estatisticamente significantes quando comparado ao grupo controle
foram analisadas pelo pés-teste de Dunnett: p < 0,001 (***) e nado significativo (ns). Os dados foram
obtidos a partir de 3 experimentos independentes. Promastigotas aquecidos a 65°C por 10 minutos
foram utilizados como controle positivo.

by 7

A perda de volume celular associada a membrana plasméatica intacta é
considerada marco de células em processo de apoptose (GANNAVARAM e
DEBRABANT, 2012). Como essas duas caracteristicas foram observadas em
promastigotas de L. amazonensis apés o tratamento com VOSalophen, a
possibilidade de ocorréncia de morte por apoptose-like, foi investigada, por meio da
determinacao da externalizacdo de fosfatidilserina na face externa da membrana

plasmatica (Figura 20) e da avaliacdo da fragmentacdo do DNA dos parasitos
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(Figura 21), pois esses dois processos constituem duas caracteristicas-chave de
células em apoptose (KACZANOWSKI, SAJID e REECE, 2011; EL-HANI et al.,
2012).

A Figura 20 mostra que o tratamento com VOSalophen aumentou
significativamente a exposicdo de fosfatidilserina em formas promastigotas de L.
amazonensis. No controle negativo, 12,42% das células apresentavam este
fosfolipideo exposto na face externa da membrana plasmatica e em células tratadas
com 27 e 53 uM deste composto esta porcentagem subiu para 82,52% e 87,05%,
respectivamente.

Para controlar a integridade da membrana plasmética dos parasitos e eliminar
a possibilidade de marcacdo de fosfatidilserina presente na porcdo interna da
membrana plasmatica dos promastigotas, foi realizada, em paralelo ao uso de
anexina V-FITC, uma marcagdo com Pl. Pode-se verificar, através da analise da
Figura 20, que nao houve aumento significativo da porcentagem de células
duplamente positivas para anexina V-FITC/Pl, o que mostra que realmente a
anexina V-FITC estd marcando fosfatidilserina presente na face externa da
membrana dos parasitos, e ndo na interna. Este conjunto de dados sugere a
possibilidade de ocorréncia de apoptose-like em formas promastigotas de L.

amazonensis tratadas com o VOSalophen.
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Figura 20: Externalizacdo de fosfatidilserina em promastigotas de L. amazonensis tratados com o

VOSalophen (27 e 53 uM) por 24 horas. As
FITC e Pl e em seguida foram avaliadas po

células foram duplamente marcadas com anexina V-
r citometria de fluxo. Andlises foram obtidas no FCS

Express V3. Andlises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando andlise de
variancia (One-way ANOVA), no qual diferengas estatisticamente significantes quando comparado ao

grupo controle foram analisadas pelo pés-teste

de Dunnett: p < 0,001 (***), p < 0,01 (**) e p < 0,05 (*).

Os dados foram obtidos a partir de 4 experimentos independentes.
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No intuito de confirmar a ocorréncia de apoptose-like em promastigotas de L.
amazonensis tratados com VOSalophen, foi verificada a possibilidade de
fragmentacdo do DNA dos parasitos, por meio da utilizacdo da técnica TUNEL. A
Figura 21 mostra que o tratamento com este composto induziu a fragmentacéo do
DNA dos promastigotas, visto que ocorreu marcacdo do DNA dos parasitos com
FITC, o que nao foi verificado no controle ndo tratado. Estes dados confirmam a
possibilidade de ocorréncia de apoptose-like em formas promastigotas, apds o
tratamento com o VOSalophen. Promastigotas de L. amazonensis tratados com 5
png/mL de DNase por 10 minutos, foram utilizados como controle positivo e também
apresentaram fragmentacao do DNA (Figura 21).
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Figura 21: Fotomicrografia ilustrativa da avaliacdo da fragmentacdo do DNA de promastigotas de L.
amazonensis tratados com VOSalophen (27 e 53 pM) por 24 horas. As células foram processadas,
marcadas com o kit TUNEL de acordo com as instrugbes do fabricante e analisadas em microscopio
de fluorescéncia. Escala da barra = 10 ym. Promastigotas de L. amazonensis tratados com 5 pg/mL
de DNase por 10 minutos, foram utilizados como controle positivo.



106

bY

Ainda com relacdo a possibilidade de ocorréncia de apoptose-like nos
parasitos, foram avaliadas as alteracdes no ciclo celular induzidas pelo tratamento
de promastigotas de L. amazonensis com VOSalophen. Para realizar este teste,
formas promastigotas, tratadas ou ndo com este composto, por 24 horas, foram
permeabilizadas com etanol 70%, marcadas com Pl e a leitura foi realizada em
citbmetro de fluxo, no intuito de avaliar o conteddo de DNA presente nas células e
com isso atribuir em qual etapa do ciclo celular elas se encontravam. Esses
resultados sdo mostrados na Figura 22.

A Figura 22A mostra que houve um aumento significativo na porcentagem de
células na fase sub GO/G1, ap0s o tratamento com VOSalophen a 27 e 53 uM,
guando comparada ao controle ndo tratado. Na figura 22B, os mesmos resultados
sdo apresentados, porém em forma de tabela, e pode ser verificado que o
tratamento com o composto a 27 e 53 pM, aumentou significativamente a
porcentagem de células presentes na fase sub GO/G1 (41,33% e 49,33%,
respectivamente) em relacédo ao controle nao tratado (16,69%). Nas demais fases do
ciclo celular (G1, S e G2/M) foi observada uma reducdo da porcentagem de
promastigotas, quando comparado ao controle (Figura 22). Neste momento, é valido
destacar que células presentes na fase sub GO/G1 do ciclo celular correspondem as
células com contetdo muito baixo de DNA. As mesmas apresentam contetudo de
DNA abaixo de 1 x DNA, que é encontrado em células presentes na fase G1 do ciclo
celular e devido a este fato, é possivel dizer que correspondem a células com DNA
fragmentado (RIBEIRO, 2011). Esses dados de fragmentagdo de DNA estdo de
acordo com aqueles obtidos pela utilizacdo do TUNEL e mais uma vez confirmam a
possibilidade de ocorréncia de morte por apoptose-like em promastigotas de L.

amazonensis.
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Figura 22: Avaliacao do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis tratados com VOSalophen
(27 e 53 uM) por 24 horas. Apos o tratamento, as células foram permeabilizadas com etanol 70% e
marcadas com Pl para a avaliagdo, por citometria de fluxo, do conteiGdo de DNA presente nas
células. (A) Porcentagem de células presentes em cada fase do ciclo celular, resultados
apresentados na forma de grafico. Andlises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism 5.0 usando
andlise de variancia (Two-way ANOVA), no qual diferencas estatisticamente significantes quando
comparado ao grupo controle foram analisadas pelo pdés-teste de Bonferroni: p < 0,01 (**). (B)
Porcentagem de células presentes em cada fase do ciclo celular, resultados apresentados na forma
de tabela. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.

Foi também avaliada a possivel ocorréncia de autofagia em promastigotas de
L. amazonensis tratados com VOSalophen. Para isto foi realizada uma marcacgao
com MDC, um marcador de vacuolos autofagicos, e as amostras foram avaliadas por

microscopia de fluorescéncia (Figura 23).
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A andlise da Figura 23 permite concluir que promastigotas tratados com
VOSalophen (27 e 53 pM) e marcados com MDC apresentam estruturas circulares
marcadas de azul, que correspondem aos vacuolos autofagicos (Figura 23C e D).
Este fato ndo foi observado nos campos fotografados das laminas correspondentes
ao controle ndo tratado (Figura 23A). Esses resultados mostram que além da
ocorréncia de apoptose-like em células tratadas com VOSalophen, a autofagia
também parece ocorrer em promastigotas de L. amazonensis ap0s o tratamento

com este composto.

Figura 23: Fotomicrografia ilustrativa da avaliagdo da ocorréncia de autofagia em promastigotas de L.
amazonensis tratados com VOSalophen por 24 horas. (A) Controle negativo; (B) controle positivo;
(C) VOSalophen 27 uM e (D) VOSalophen 53 uM. As células foram fixadas com PA 4%, marcadas
com MDC e avaliadas por microscopia de fluorescéncia. Promastigotas cultivados em PBS (condigédo
de privacao de aminoacidos) por 24 horas foram utilizados como controle positivo. Escala da barra =
10 um.
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Finalmente, foram avaliadas as possiveis alteracdes ultraestruturais
desencadeadas em promastigotas de L. amazonensis apds o tratamento com
VOSalophen, por meio da realizagdo de microscopia eletrbnica de transmisséao
(MET), representada na Figura 24. A Figura 24A mostra que parasitos nao tratados
exibiam uma ultraestrutura normal das organelas, tais como mitocdndria,
cinetoplasto e nucleo. O tratamento de promastigotas com VOSalophen causou
alteragdes ultraestruturais drasticas (Figura 24B-D). VOSalophen induziu dano
severo a mitocondria do parasito, refletido por inchago mitocondrial (setas brancas),
com presenca de estruturas de membrana concéntricas dentro desta organela
(pontas de setas pretas). E importante destacar que essas alteragbes estdo
compativeis com dados encontrados anteriormente, onde foram detectadas
alteragdes no AWme aumento da producdo de EROs em promastigotas de L.
amazonensis tratados com este complexo de vanadio. Na MET também foram
observadas vesiculas dentro dos vacuolos (setas pretas), vacuolos autofagicos
(asteriscos) e aumento do numero de flagelos (pontas de setas brancas) (Figura
24B-1). A presencga de vacuolos autofagicos estdo de acordo com o que ja havia sido
mostrado anteriormente, por meio da marcagdo de promastigotas com MDC e o
encontro de um numero aumentado de flagelos também corrobora com dados

anteriores, durante a analise morfoldgica dos parasitos tratados com VOSalophen.
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Figura 24: Microscopia eletrbnica de transmissao (MET) de promastigotas de L. amazonensis
tratados com VOSalophen (13 pM) por 24 horas. (A) Parasitos ndo tratados e (B - D) Parasitos
tratados com VOSalophen 13 puM. As setas brancas indicam mitocondria inchada. As pontas de seta
pretas indicam a presenca de estruturas de membrana concéntricas dentro da mitocéndria. As setas
pretas indicam a presenca de vesiculas dentro dos vacuolos. O asterisco indica vacuolos autofagicos.
As pontas de seta brancas representam aumento no nimero de flagelos. N, nicleo; M, mitocdndria;
K, cinetoplasto; F, flagelo; Gc, complexo de Golgi. Escala da barra = 1 ym.

Até este momento, alteracdes celulares e moleculares compativeis com morte
por apoptose-like e autofagia foram observadas em formas promastigotas de L.
amazonensis tratadas com VOSalophen. Em seguida, foi investigado se este
composto poderia exercer um efeito letal e definitivo sobre os parasitos ou se 0s
mesmos poderiam se recuperar do efeito do composto e reestabelecerem uma



111

cultura celular quando re-incubados em meio de cultura fresco e livre do composto.
Para isto, promastigotas de L. amazonensis foram tratados ou ndo com
VOSalophen por 24 horas, lavados com PBS, transferidos para meio de cultura sem
a presenca deste composto e foram novamente incubados por 24, 48 e 72 horas.
Em seguida foi realizado o teste colorimétrico do MTT.

A Figura 25 mostra a densidade oOtica obtida apds 24, 48 e 72 horas de
incubacdo dos parasitos em meio de cultura fresco. Verifica-se que parasitos
tratados com a concentracdo mais baixa de VOSalophen (27 puM) conseguem
recuperar seu crescimento, pois apos 48 e 72 horas de incubacdo em meio de
cultura sem o composto, eles ja conseguem atingir densidades 6pticas semelhantes
ao grupo controle ndo tratado (Figura 25). Parasitos tratados com a concentracéo
mais alta de VOSalophen (53 uM) também conseguiram recuperar a cultura, visto
que ao longo do tempo houve um discreto aumento da densidade Optica, entretanto
esta recuperacado ocorreu com maior dificuldade, uma vez que em nenhum dos
momentos analisados, a densidade Optica de parasitos tratados com 53 uM atingiu

niveis semelhantes a de parasitos nao tratados (Figura 25).
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Figura 25: Analise da reversibilidade do efeito de VOSalophen (27 e 53 uM) no crescimento de
promastigotas de L. amazonensis apés 24, 48 e 72 horas de incuba¢cdo em meio de cultura fresco. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad
Prism versdo 5.0 usando analise de variancia (One-way ANOVA), no qual diferencas
estatisticamente significantes quando comparado ao grupo controle foram analisadas pelo pos-teste
de Dunnett: p < 0,001 (***). Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.
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Além disso, foi avaliada se ocorria alteracdes na capacidade de infectividade
dos parasitos tratados com VOSalophen a 27 e 53 pM, e colocados para interagir
com macrofagos em meio sem droga. Para isto, promastigotas de L. amazonensis
foram tratadas ou ndo com este composto por 24 horas, lavados com PBS para a
retirada do VOSalophen e recuperados em meio de cultura fresco. Em seguida,
esses parasitos foram colocados em contato com macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c.

Os parasitos tratados com o composto, que conseguiram se recuperar em
meio de cultura fresco, tiveram a mesma capacidade de infectar macréfagos
peritoneais de camundongos, quando comparado ao controle sem tratamento. Como
mostrado na Figura 26, tanto a porcentagem de células infectadas (Figura 26A),
guanto o numero de amastigotas (Figura 26B) sdo semelhantes no controle e nos
tratamentos com 27 e 53 pM de VOSalophen. Esses resultados mostram que
apesar deste complexo de vanadio induzir morte celular por apoptose-like e
autofagia em promastigotas de L. amazonensis, é necessario uma pressao da droga
até a completa morte dos parasitos, ou seja, 0s parasitos precisam estar em contato

direto com o composto até a morte de todas as células presentes.
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Figura 26: Andlise da infectividade de promastigotas de L. amazonensis tratados com o VOSalophen
(27 e 53 uM) e recuperados em meio de cultura sem droga. (A) % de células infectadas, (B) numero
de amastigotas intracelulares/200 macréfagos. Andlises estatisticas foram obtidas no GraphPad
Prism versdo 5.0 usando andlise de variancia (One-way ANOVA), no qual diferencas estatisticamente
significantes quando comparado ao grupo controle foram analisadas pelo pds-teste de Dunnett: ndo
significativo (ns). Os dados foram obtidos a partir de 2 experimentos independentes.

4.2.3 Estudo in vitro do mecanismo de acdo do composto VOSalophen em

amastigotas de L. amazonensis

Inicialmente, foi determinado o efeito de VOSalophen em amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, em diferentes concentracdes e apos 72 horas de
tratamento. A Figura 27 mostra que, assim como ocorreu em promastigotas, o efeito
deste composto em amastigotas intracelulares é dose dependente, ou seja, quanto
maior a concentracdo do composto, menor € a porcentagem de amastigotas viaveis.
O Clsp deste composto em amastigotas intracelulares de L. amazonensis, apds 72
horas de tratamento, é 3,51 uM e ja foi apresentado na Parte | deste trabalho
(Tabela 4).
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Figura 27: Efeito de VOSalophen no crescimento de amastigotas intracelulares de L. amazonensis
durante 72 horas de tratamento. Macrofagos peritoneais foram infectados com L. amazonensis e em
seguida tratados com VOSalophen, em diferentes concentragfes. A viabilidade celular foi avaliada
por meio da contagem dos parasitos presentes no interior dos macréfagos. O gréafico foi construido
utilizando Microsoft Excel 2010, com valores correspondentes a média de 3 experimentos
independentes.

Além disso, foi também avaliado se VOSalophen apresentaria efeito em
amastigotas extracelulares de L. amazonensis, visto que este complexo de vanadio
apresentou significativo efeito em promastigotas extracelulares e amastigotas
intracelulares desta espécie de Leishmania. Para avaliar o efeito do composto em
amastigotas extracelulares de L. amazonensis, células Vero foram infectadas com
formas promastigotas desta mesma espécie e apos 72 horas, os amastigotas foram
recuperados no sobrenadante das culturas de células Vero. Apds contagem dessas
formas, as mesmas foram incubadas com o composto por 72 horas e o efeito
antiparasitario foi avaliado pelo método do MTT. Foi entédo calculado o Clsy deste
composto, bem como do resveratrol 1 e dos compostos de referéncia, miltefosina e
anfotericina B (Tabela 9). A Tabela 9 mostra também o0s InSe e InEs desses

compostos em amastigotas axénicos de L. amazonensis.
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Tabela 9: Efeito de VOSalophen, resveratrol 1, miltefosina e anfotericina B sobre amastigotas
axénicos de L. amazonensis.

Compostos Clso* (UM) InSe** INEs***

L. amazonesis

VOSalophen 5,46 £ 0,94 4,45 1,55
Resveratrol 1 57,24 + 4,39 1,53 1,34

Miltefosina 2,16 + 0,15 61,11 0,52
Anfotericina B 0,59 + 0,06 145,44 3,27

*Clso de cada composto corresponde a média de 3 experimentos * erro padrao. Valores obtidos pelo
programa Grafit. *InSe (indice de Seletividade), calculado pela férmula: CCs, em macrofagos
peritoneais/Cls, em formas amastigotas extracelulares de L. amazonensis. ***InEs (indice de
Especificidade), calculado pela férmula: Cls, em formas amastigotas extracelulares/Cls, em formas
amastigotas intracelulares de Leishmania.

O composto VOSalophen foi efetivo em amastigotas axénicos de L.
amazonensis, com o Clso de 5,46 uM e ainda apresentou-se 4,45 vezes mais toxico
para essas formas extracelulares, quando comparado a célula hospedeira (Tabela
9). E interessante destacar que o valor do Clsy deste composto em amastigotas
axénicos € muito préximo ao valor do Clsp do mesmo em promastigotas de L.
amazonensis (6,65 pM - Tabela 2). Calculando o InEs e considerando a
classificacdo de Muylder et al. (2011), ja descrita na Parte | deste trabalho, pode-se
verificar que este composto apresenta efeito semelhante em promastigotas e
amastigotas axénicos (InEs = 1,22) de L. amazonensis. Seguindo 0 mesmo
raciocinio, VOSalophen também apresenta efeito semelhante em amastigotas
extracelulares e amastigotas intracelulares (Clsp = 3,51 uM - Tabela 4), com InEs =
1,55 (Tabela 9).

E valido destacar que o resveratrol 1 também foi efetivo em amastigotas
axénicos do L. amazonensis, com Cls, de 57,24 pM, entretanto, VOSalophen
apresentou-se cerca de 10 vezes mais efetivo nesta forma do parasito do que o
resveratrol 1. Miltefosina e anfotericina B foram utilizados como compostos de
referéncia e apresentaram Clso de 2,16 e 0,59 uM, respectivamente (Tabela 9).

Observando a especificidade do VOSalophen entre promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. amazonensis (InEs = 1,89 - Tabela 7), observa-se
gue este composto apresenta efeito semelhante nestas formas parasitarias, as quais

estdo presentes naturalmente durante o ciclo evolutivo deste parasito. Isto induz a
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pensar que este composto possa apresentar os mesmos alvos celulares em ambos
0s estagios. Portanto, a inducdo de apoptose-like em promastigotas de L.
amazonensis tratadas com VOSalophen e a grande importancia deste processo na
morte deste parasito levaram a investigacdo da ocorréncia deste tipo de morte
celular em amastigotas intracelulares. Para isto, foi determinada a fragmentacao do
DNA em macrofagos infectados com amastigotas de L. amazonensis, o qual foi
realizado por meio da técnica TUNEL. A Figura 28 mostra que o tratamento com
VOSalophen a 14 uM induziu fragmentacdo do DNA dos amastigotas intracelulares,
visto ser possivel observar marcacdo do DNA dos parasitos com FITC, o que nao foi
verificado no controle sem tratamento. Estes dados confirmam a possibilidade de
ocorréncia de apoptose-like em formas amastigotas intracelulares, apds o
tratamento com VOSalophen. E vélido destacar que este tratamento néo induziu a
fragmentacdo do DNA dos macréfagos, o que confirma a seletividade deste
composto pelo parasito intracelular. Macrofagos infectados com amastigotas de L.
amazonensis e tratados com 10 pg/mL de DNase por 20 minutos, foram utilizados
como controle positivo e este tratamento também induziu fragmentacdo do DNA dos

parasitos e dos macréfagos (Figura 28).
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Figura 28: Fotomicrografia ilustrativa da avaliagdo da fragmentacdo do DNA de macréfagos
infectados com amastigotas de L. amazonensis e tratados com VOSalophen (14 uM) por 24 horas.
As células foram processadas, marcadas com o kit TUNEL de acordo com as instrugdes do fabricante
e analisadas em microscopio de fluorescéncia. Escala da barra = 10 ym. Macréfagos infectados e
tratados com 10 pg/mL de DNase por 20 minutos foram utilizados como controle positivo.

Macrofagos sédo células microbicidas capazes de produzir EROs e ON
(NATHAN e SHILOH, 2000). Essas substancias podem também ser geradas em

resposta a algumas drogas e este € um dos mecanismos pelo qual alguns



118

medicamentos antiparasitarios atuam para causar a morte de protozoarios no interior
de células infectadas (FONSECA-SILVA et al., 2013). Baseado nisto, foi investigada
a producdo de EROs e ON por macrofagos néo infectados e infectados com L.
amazonensis e tratados com VOSalophen.

Com relacao aos niveis de EROs (Figura 29), pode-se dizer que o tratamento,
com VOSalophen, de macréfagos infectados com L. amazonensis, no geral, néo foi
capaz de aumentar a producdo de EROs por macrofagos infectados, exceto na
maior concentracdo testada (70 pM) a qual induziu um aumento de 47% da
producgéo de EROs, quando comparado ao controle infectado e néo tratado. LPS (30
pg/mL) e miltefosina (98 uM) foram utilizados como controle positivo e aumentaram
em 73% e 200% a producdo de EROs em macrofagos infectados, respectivamente
(Figura 29A). E valido ainda destacar que o tratamento, com VOSalophen, de
macrofagos ndo infectados também néo induziu a producdo de EROs (Figura 29B),
nem na maior concentracao utilizada (70 pM), sugerindo que o aumento de EROs
poderia ser especifico de células infectadas com amastigotas intracelulares, quando

em altas concentracdes do composto.
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Figura 29: Producdo de EROs por macréfagos infectados com L. amazonensis (A) e por macréfagos
ndo infectados (B), tratados com VOSalophen por 24 horas e posteriormente marcados com
H,DCFDA. Anadlises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando analise de
varidncia (One-way ANOVA), no qual diferengas estatisticamente significantes quando comparado ao
grupo controle foi analisado pelo pds-teste de Dunnett: p < 0,001 (***), p < 0,01 (**) e n&o significativo
(ns). Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes. M® = macrofago.
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A Figura 30 mostra os niveis de ON produzidos por macrofagos infectados
com L. amazonensis (Figura 30A) e macrofagos nao infectados (Figura 30B) e
tratados com o VOSalophen. Os niveis de ON foram avaliados de forma indireta,
através da concentracdo de nitrito, um subproduto estavel do ON, pelo método de
Griess.

O tratamento de macréfagos infectados com L. amazonensis com
VOSalophen nas concentragcbes de 100 pM a 12,5 pM levou a um aumento
significativo de cerca de 7 a 8 vezes, da producdo de ON, quando comparado ao
controle ndo tratado e a concentracdo de 6,25 pM aumentou cerca de 3 vezes,
comparado ao controle. LPS (10 pug/mL) foi utilizado como controle positivo e induziu
aumento dos niveis de 6xido nitrico de cerca de 25 vezes quando comparado ao
controle sem tratamento (Figura 30A). Esses resultados mostram que 0 composto
induziu a producdo de ON pela célula hospedeira, sugerindo que este € um
mecanismo pelo qual o macréfago poderia ser capaz de destruir o parasito
intracelular. Assim como ocorreu para a producdo de EROs, o tratamento com
VOSalophen nao induziu a producdo de ON em macréfagos nédo infectados (Figura
30B).
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Figura 30: Avaliacdo dos niveis de ON produzidos por macréfagos infectados com L. amazonensis
(A) e por macréfagos nao infectados (B) e tratados com VOSalophen por 48 horas. A produgéo de
ON foi avaliada de maneira indireta, pelo método de Griess. O controle positivo foi LPS 10 pyg/mL.
Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism verséo 5.0 usando analise de variancia (One-
way ANOVA), no qual diferencas estatisticamente significantes entre os grupos foram analisadas pelo
pos-teste de Dunnett: p < 0,001 (***),p < 0,01 (**) e n&o significativo (ns). M® = macréfago.
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Em resumo, os resultados apresentados na Parte Il deste trabalho mostraram
que VOSalophen parece induzir caracteristicas de morte celular por apoptose-like e
autofagia em formas promastigotas de L. amazonensis. Em amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, VOSalophen também parece induzir morte por
apoptose-like. E ainda importante ressaltar que este composto n4o mostrou toxidez
significativa para eritrocitos humanos e ndo induziu fragmentagdo do DNA de
macrofagos, em concentracdes toxicas para o parasito. Em macrofagos infectados
com amastigotas de L. amazonensis, VOSalophen induziu aumento de producao de
EROs e ON, o que poderia estar contribuindo para o efeito desta molécula em
amastigotas intracelulares. Devido a este significativo efeito leishmanicida in vitro do
VOSalophen em L. amazonensis, seu efeito no modelo de LC murina foi também

investigado e os resultados estdo na Parte Il deste trabalho.
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4.3 Parte Il — Avaliag&o da atividade leishmanicida in vivo de VOSalophen em

modelo de LC murina, causada por L. amazonensis

Camundongos BALB/c foram infectados na pata traseira direita com formas
promastigotas de L. amazonensis e apés 10 dias de infeccdo, os animais foram
redistribuidos em 5 grupos, onde cada grupo passou a receber um tipo de
tratamento: DMSO 5%, Anfotericina B 300 pg/Kg, VOSalophen 300 pg/Kg, 150
Mg/Kg e 75 pg/Kg. O tratamento dos camundongos foi realizado pela via
intralesional, duas vezes por semana, durante quatro semanas e antes de cada
tratamento foi realizada a medida dos tamanhos das patas infectadas, no intuito de
acompanhar a evolucdo dos tamanhos das lesdes.

A Figura 31 mostra a evolu¢cdo dos tamanhos das patas dos camundongos
infectados, ao longo dos 39 dias do experimento. O dia O corresponde ao dia em que
os animais foram infectados e o tratamento foi iniciado no dia 10, ou seja, 10 dias
apos a infeccdo. Até o dia 24, o tamanho das patas dos animais controle ndo se
diferiu do tamanho das patas dos animais tratados com VOSalophen ou com
anfotericina B. A partir do dia 28 € possivel perceber que o tamanho das patas dos
animais tratados com diferentes concentragdes de VOSalophen e com anfotericina
B torna-se ligeiramente menor do que o tamanho das patas dos animais tratados
com DMSO 5%, sendo que esta diferenca persiste até o dia 39, que € o ultimo dia
do experimento. A partir deste experimento e observando o tamanho das lesGes nos
dias 36 e 39, os dois ultimos dias avaliados, foi verificado que a concentracdo de
VOSalophen que induziu maior reducdo de tamanho das patas dos animais, foi a de
75 ug/Kg (Figura 31). Talvez este fato possa ter sido ocasionado devido a baixa
solubilidade deste composto em agua. Baseado neste fato, este experimento foi
repetido, utilizando a mesma metodologia, porém usando apenas a concentracao de
75 pg/Kg de VOSalophen. Trés dias apds o ultimo tratamento, os animais foram
eutanasiados, as patas infectadas foram medidas (Figura 32), extraidas e pesadas
(Figura 33). Em seguida, foram retiradas as peles das patas, as mesmas foram
maceradas e foi realizado o LDA (Figura 34), no intuito de estimar a carga

parasitaria nas patas infectadas.
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Figura 31: Avaliacdo do tamanho das lesBes de camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis ao longo do tratamento com VOSalophen. Camundongos BALB/c, foram infectados, na
pata traseira direita, com formas promastigotas de L. amazonensis. Apds 10 dias, os animais foram
redistribuidos em 5 grupos, onde cada grupo passou a receber um tipo de tratamento. Os tratamentos
foram realizados pela via intralesional, duas vezes por semana, durante quatro semanas. Antes da
realizac@o de cada tratamento, 0s animais tiveram o tamanho das patas mensurado, com o auxilio de
um paquimetro digital. O grafico foi construido utilizando GraphPad Prism verséo 5.0.

A Figura 32 representa o tamanho das lesfes dos animais no ultimo dia do
experimento, ou seja, no dia 39, dia no qual os camundongos ja haviam recebido
oito doses do tratamento. Vale destacar que houve reducdo de 21,18% e 31,97% do
tamanho das lesdes de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e
tratados com VOSalophen (75 pg/Kg) e com anfotericina B (300 ug/Kg),
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (tratamento com DMSO 5%).
A média dos tamanhos das lesdes dos animais tratados com DMSO 5% foi de 4,91
mm e esta média foi reduzida para 3,87 e 3,34 mm apoOs o tratamento com

VOSalophen e anfotericina B, respectivamente.
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Figura 32: Avaliacdo do tamanho das lesbes de camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis, 3 dias ap6s o fim do tratamento com VOSalophen. Camundongos BALB/c, foram
infectados com L. amazonensis e apés 10 dias, os animais comecaram a receber os tratamentos. Os
mesmos foram realizados pela via intralesional, duas vezes por semana, durante quatro semanas.
Trés dias apds o Ultimo tratamento, os camundongos foram eutanasiados e tiveram o tamanho das
patas mensurado, com o auxilio de um paquimetro digital. Esses dados correspondem, portanto, ao
dia 39 do experimento. Andlises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando
teste t ndo pareado: p < 0,001 (***), p < 0,01 (**).

Outro parametro avaliado ao final do tratamento com VOSalophen foi o peso
das patas infectadas e extraidas apds a eutanasia dos animais. A Figura 33 mostra
gue o tratamento com VOSalophen (75 ug/Kg) e anfotericina B reduziu em 24,34%
e 29,20% o peso das patas infectadas, respectivamente. O peso médio das patas
tratadas com DMSO 5% (controle negativo) foi de 0,3472 g e este valor foi reduzido
para 0,2627 g e 0,2458 g apds o tratamento com VOSalophen e anfotericina B,

respectivamente.
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Figura 33: Avaliac@o do peso das patas de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, 3
dias apos o fim do tratamento com VOSalophen. Camundongos BALB/c, foram infectados com L.
amazonensis e apos 10 dias, os animais comegaram a receber os tratamentos. Os mesmos foram
realizados pela via intralesional, duas vezes por semana, durante quatro semanas. Trés dias apés o
ultimo tratamento, os camundongos foram eutanasiados e as patas foram extraidas e pesadas. Esses
dados correspondem, portanto, ao dia 39 do experimento. Analises estatisticas foram obtidas no
GraphPad Prism versao 5.0 usando teste t ndo pareado: p < 0,01 (**).

As patas extraidas tiveram suas peles retiradas e foram maceradas para a
realizacdo do LDA. A Figura 34 mostra que os tratamentos com VOSalophen (75
Hg/Kg) e com anfotericina B reduziram em 86,58% e 97,97% a carga parasitaria nas
patas infectadas, respectivamente, quando comparado ao controle negativo. O
niimero estimado de parasitos nas patas dos animais controle foi de 199,26 x 10° e
este valor foi reduzido para 26,73 x 10° e 4,05 x 10° ap6s oito doses de tratamento

com VOSalophen e anfotericina B, respectivamente.
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Figura 34: Avaliacdo da carga parasitaria nas patas de camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis, 3 dias apds o fim do tratamento com VOSalophen. Camundongos BALB/c, foram
infectados com L. amazonensis e apés 10 dias, os animais comegaram a receber os tratamentos, que
foram realizados pela via intralesional, duas vezes por semana, durante quatro semanas. Trés dias
apos o ultimo tratamento, os camundongos foram eutanasiados e as patas foram extraidas para a
realizacdo do LDA. Esses dados correspondem, portanto, ao dia 39 do experimento. Andlises
estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0 usando teste t ndo pareado: p < 0,01 (**), p
< 0,05 (»).

Foi realizada também a avaliacdo dos parametros de toxicidade hepética e
renal apos o tratamento com VOSalophen, onde foram determinados os niveis de
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-
glutamiltranspeptidase (GGT) e creatinina no soro dos camundongos infectados com
L. amazonensis e tratados com este composto. A Figura 35 mostra que o tratamento
com VOSalophen a 75 pug/Kg nao alterou os niveis de AST, ALT, GGT e creatinina,
guando comparado ao controle negativo, tratado com DMSO 5%, o que mostra que
este composto ndo causou efeitos toxicos ao figado e aos rins dos animais tratados.
Anfotericina B induziu toxicidade hepatica, com alteracdo dos niveis de AST e ALT e
toxicidade renal, alterando os niveis de creatinina. Acetaminofeno 300 mg/Kg,
administrado por via oral, foi utilizado como controle positivo de toxicidade e alterou

0s niveis de todos os parametros avaliados (Figura 35).
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Figura 35: Avaliacdo dos parametros de toxicidade hepatica e renal apds o tratamento com o
VOSalophen. Camundongos BALB/c, foram infectados com L. amazonensis e tratados com este
composto pela via intralesional, duas vezes por semana, durante quatro semanas. Trés dias apds o
ultimo tratamento, foi coletado o sangue dos animais e o soro foi separado para a dosagem de AST,
ALT, GGT e creatinina, utilizando kits de diagndstico colorimétrico laboratorial. Analises estatisticas
foram obtidas no GraphPad Prism versao 5.0 usando andlise de variancia (One-way ANOVA), no qual
diferengas estatisticamente significantes entre os grupos foram analisadas pelo pos-teste de Dunnett:
p < 0,001 (***),p < 0,05 (*) e ndo significativo (ns).

Os dados apresentados na Parte Il deste trabalho mostram que
VOSalophen, administrado em um total de oito doses, pela via intralesional, foi

capaz de interferir na evolugcdo da LC murina causada por L. amazonensis, visto
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este composto ter induzido reducdo do tamanho das lesdes, do peso das patas
infectadas e da carga parasitaria. Além disso, este regime de tratamento n&o induziu
toxicidade hepatica e renal aos camundongos infectados, mostrando ser bem

tolerado.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, n&o existem vacinas eficazes contra as leishmanioses em
humanos e o controle da doenca é baseado na quimioterapia (RAJASEKARAN e
CHEN, 2015). Entretanto, existe uma grande dificuldade relacionada a quimioterapia
dessas doencas, incluindo a LC, visto que os medicamentos disponiveis apresentam
diversas desvantagens, como sérios efeitos adversos, elevada toxicidade, alto custo,
tratamento prolongado e rotas de administracdo injetaveis. Além disso, esses
tratamentos nem sempre séo efetivos (STEFANELLO et al., 2014). Essas limitacdes
representam obstaculos para o sucesso da terapia e destacam a necessidade de
desenvolver novas drogas, mais efetivas e menos téxicas, para o tratamento da LC.

Neste contexto, o presente trabalho investigou o efeito leishmanicida de doze
compostos sintéticos bioisdsteros do resveratrol complexados ou ndo a metais (ouro
e vanadio) em L. amazonensis, L. braziliensis e L. major, espécies de Leishmania
relacionadas a ocorréncia de LC (WHO, 2010). A analise dos resultados
apresentados na Parte | deste trabalho mostra que os compostos ndo complexados
a metais nao apresentaram efeito ou foram pouco efetivos em formas promastigotas
e amastigotas intracelulares de Leishmania (Tabelas 2 e 4, respectivamente). J& as
moléculas complexadas a metais mostraram efeito significativo em ambas as formas
do parasito Leishmania (Tabelas 2 e 4, respectivamente). Tal fato mostra que o
processo de complexacdo dos bioisGsteros do resveratrol com metais foi de suma
importancia para a atividade leishmanicida dos compostos aqui testados.

Um importante exemplo dos efeitos bioldgicos de compostos contendo metais
€ 0 uso atual de complexos de platina para o tratamento de diversos tipos de cancer
(CRAIG et al., 2012). Entretanto, o uso de complexos metélicos é também voltado
para acao antiparasitaria (NAVARRO et al., 2010). Durante os ultimos setenta anos
até os dias atuais, a primeira linha de quimioterapia para as leishmanioses depende
da utilizacdo de compostos contendo o semi-metal antiménio (Sb*°) (GUTIERREZ et
al., 2016). Mais recentemente, o efeito antiparasitario de moléculas contendo metais
também comecou a ser demonstrado. Ja foi relatado, por exemplo, que compostos
complexados a platina apresentam atividade em diferentes espécies de Leishmania
(CARMO et al., 2011). Paladi et al. (2012) relataram o efeito leishmanicida in vitro de
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complexos de paladdio. Quanto a compostos de ouro, foi mostrado que, tanto
moléculas contendo ouro (+1) como aquelas com ouro (+3), possuem efeito toxico
em diferentes espécies de Leishmania (GLISIC e DJURAN, 2014). Com relagdo a
complexos de vanadio, Benitez et al. (2011) e Do Amaral et al. (2015) avaliaram o
efeito, em Leishmania, de diversos compostos contendo este metal e obtiveram
resultados satisfatorios.

O efeito leishmanicida do resveratrol também foi avaliado e a andlise das
Tabelas 2 e 4 permite concluir que este composto apresentou de baixo a moderado
efeito em promastigotas e amastigotas de Leishmania. Tais dados corroboram com
dados obtidos por Kedzierski et al. (2007), Lucas e Kolodziej (2013) e Ferreira et al.
(2014), que avaliaram a atividade do resveratrol em Leishmania e com os resultados
de Passos et al. (2015), que demonstraram o efeito de analogos do resveratrol em L.
amazonensis.

Entretanto, € importante destacar que o0 processo de complexacdo com
metais, apesar de ter aumentado o efeito leishmanicida dos bioisésteros do
resveratrol, também aumentou a toxicidade dos mesmos em macréfagos peritoneais
de camundongos, enquanto todos os bioisésteros do resveratrol ndo complexados
nao foram toxicos nesta mesma linhagem celular (Tabela 3). No entanto, avaliando a
seletividade dos complexos metalicos, a maioria dos compostos apresentou InSe
maior do que um, mostrando que sdo mais toxicos ao parasito do que a célula
hospedeira (Tabelas 5 e 6). Tal fato € de suma importancia, pois, como ja foi dito
anteriormente, a quimioterapia das leishmanioses enfrenta muitos desafios
relacionados a elevada toxicidade dos medicamentos disponiveis (CHAVEZ-
FUMAGALLI et al., 2015). A toxicidade de complexos metalicos ja foi anteriormente
demonstrada, em que compostos complexados a vanadio apresentaram efeito téxico
em células de mamiferos, como em macré6fagos peritoneais murinos (DO AMARAL
et al., 2015) e células da linhagem THP-1 (BENITEZ et al., 2011).

No intuito de avaliar a especificidade dos compostos entre os dois estagios do
parasito, foi calculado o InEs, dado pela razéo entre o Clso em formas promastigotas
e o0 Clsp em formas amastigotas de Leishmania. Considerando a classificagcéo
proposta por Muylder et al. (2011), com relacdo a especificidade de compostos, que
ja foi anteriormente citada neste trabalho, pode-se perceber que os complexos
metalicos apresentaram especificidade variada entre formas promastigotas e

amastigotas de Leishmania. Com isso, pode-se concluir que os bioisésteros do
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resveratrol complexados a metais podem ter alvos especificos em formas
promastigotas, como o composto 7 para L. amazonensis e L. braziliensis; ou terem
alvos semelhantes em ambos as formas evolutivas de Leishmania, como o
composto 6 para as trés espécies testadas e o composto 11 (VOSalophen) para L.
amazonensis; ou podem ter alvos especificos em amastigotas intracelulares ou,
ainda, atuarem através de mecanismos relacionados a célula hospedeira, como o
composto 8 para L. major e o0 composto 9 para L. amazonensis, L. braziliensis e L.
major (Tabela 7). Isto significa que, por um lado, as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania, possuem uma série de semelhancas entre si, uma vez
gue ambos estdo presentes durante o ciclo de vida do mesmo parasito e por iSso
podem ter estruturas que compartilham alvos comuns de uma série de compostos.
Por outro lado, tais formas habitam ambientes distintos, sendo os promastigotas
encontrados no intestino do inseto vetor e 0os amastigotas presentes em células do
sistema fagocitico de mamiferos. Tal fato exige que cada uma dessas formas
estejam morfologicamente e metabolicamente bem adaptadas aos distintos
compartimentos de seus hospedeiros especificos. Estas implicacdes morfolégicas e
bioquimicas de promastigotas e amastigotas de Leishmania sp., podem remeter a
diferencas de sensibilidade a wuma grande variedade de compostos
(CHAKRABORTY et al., 2010).

ApOs esta etapa de triagem de compostos sintéticos bioisosteros do
resveratrol e seus complexos metalicos em Leishmania e macrofagos (Parte 1), foi
realizada a escolha de um composto, para ter seu efeito avaliado de maneira mais
detalhada em Leishmania e em células de mamiferos, bem como para ser testado
em modelo de LC murina. Neste momento, vale destacar que compostos que
possuem O ouro em sua estrutura possuem sintese cara, pois este € um metal de
preco elevado, o que ndo acontece com compostos contendo vanadio, ja que este é
um metal que possui preco mais acessivel. Portanto, decidiu-se escolher um
complexo de vanéadio, efetivo e seletivo nas duas formas do parasito Leishmania,
promastigotas e amastigotas intracelulares.

Dentre os complexos de vanadio testados neste trabalho (compostos 10 - 12),
verifica-se que o composto 11 (VOSalophen), apresentou o melhor efeito
leishmanicida, sendo o mais efetivo em promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, com Clsy abaixo de 7 uM (Tabelas 2 e 4). Este composto atua de

maneira dose dependente em ambas as formas do parasito e embora tenha
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apresentado toxicidade em células de mamiferos (macréfagos peritoneais), com
CCsp de 24,32 uM (Tabela 3), ele se mostrou cerca de quatro e sete vezes mais
toxico para formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis,
respectivamente, em comparacao com a célula hospedeira (Tabelas 5 e 6). Ainda é
importante destacar que VOSalophen n&o causou toxicidade expressiva em
eritrécitos humanos (Figura 7).

Uma das primeiras questdes levantadas neste trabalho foi sobre o mecanismo
de morte induzido por VOSalophen em L. amazonensis. Diferente do ocorrido em
metazoarios, a questdo relacionada & mecanismos de morte em protozoarios foi
negligenciada durante muito tempo. Nestes organismos unicelulares, a morte celular
era geralmente relacionada a ocorréncia de forma descoordenada, e 0S processos
envolvidos nas decisdes de vida ou morte apés o tratamento de parasitos com
agentes quimioterapicos ou apos a inducdo de imunidade antiparasitaria foram,
portanto, largamente ignorados (LUDER et al., 2010). Atualmente, esta situagéo
passou por modificacbes e prova disto € que muitos grupos de pesquisa buscam
compostos com efeito anti-protozodrico e além disso avaliam os mecanismos pelos
quais tais compostos ocasionam a morte dos parasitos (ARDESTANI et al., 2012;
SARDAR et al., 2013; VOLPATO et al., 2013; MARINHO et al., 2014).

O ponto inicial deste estudo foi focado na mitocondria, uma vez que a
mitocéndria de Leishmania é importante, ndo apenas no processo de morte celular
por apoptose, mas também pelo fato de que em tripanosomatideos, como
Leishmania, tal organela € Unica (diferente dos metazoarios que apresentam varias
mitocondréndrias) e apresenta algumas caracteristicas bioquimicas diferentes das
mitocondrias presentes no hospedeiro mamifero. Por este motivo a mitocondria de
tripanossomatideos constitui um dos alvos celulares de maior importancia (FIDALGO
e GILLE, 2011). Baseando-se nisto, foi investigado o efeito do composto
VOSalophen sobre a mitocondria de promastigotas de L. amazonensis, com
avaliacdo de alteracdes no AWm. ApGs 24 horas de incubagdo com o composto,
parasitos tratados apresentaram despolarizacdo do AWm, o que foi avaliado atraves
da marcacao com JC-1 (Figura 9), Mitotracker® Red CM-H2XROS (Figura 10) e com
Rodamina 123 (Tabela 8). Esses resultados mostram que a mitocondria de L.
amazonensis parece ser extremamente afetada por este composto. Associado a
despolarizacdo do AWm, foi observada a ocorréncia de estresse oxidativo, com

aumento da producédo de EROs (Figura 11).
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E importante destacar que alteragdes mitocondriais podem ocorrer como
consequéncias de efeitos potencialmente prejudiciais causados por compostos
toxicos enddgenos e exdgenos (VOLPATO et al., 2013). Nesse caso, VOSalophen
poderia estar atuando sobre a mitocondria do parasito causando alteracdes no
AWm, como um composto toxico de origem exdgena e esta organela, uma vez
comprometida, poderia estar produzindo niveis aumentados de EROs, uma vez que
a despolarizacdo do AWm esta diretamente associada, entre outros mecanismos, a
geracdo de EROs (BORGES, 2012). Por outro lado, VOSalophen poderia estar
aumentando diretamente a producdo de EROs e estas substancias toxicas estariam
causando danos a mitocondria da célula, como um composto toxico de origem
enddgena. Para tentar esclarecer a sequéncia de eventos que ocorrem em L.
amazonensis por acado do composto, foi realizado o tratamento de promastigotas por
3 e 6 horas e em seguida as células foram marcadas, separadamente, com JC-1
para avaliagdo do AWm (Figura 12) e com H,DCFDA para avaliacdo dos niveis de
EROs (Figura 13), no intuito de acompanhar os efeitos iniciais deste composto no
parasito. Os resultados mostraram que VOSalophen atua inicialmente sobre a
mitocéndria do parasito, como um composto toxico de origem exdgena, causando
alteracdo do AWm, o que desencadeia um aumento de producdo de EROs, com
consequente estresse oxidativo, e a producdo dessas espécies reativas também
pode estar contribuindo com a morte do parasito.

A disfuncdo mitocondrial pode induzir um acumulo de corpos lipidicos no
interior das células (LEE et al., 2013). Este acumulo de lipideos ocorre para tentar
suprir o fornecimento de energia, visto que a principal fonte de energia celular, a
mitocéndria, estd comprometida (AON, BHATT e CORTASSA, 2014). Com base
nesta afirmacdo foi avaliado o acumulo de lipideos neutros no interior de
promastigotas tratados com o composto e a Figura 14 mostra que o acumulo de
lipideos realmente aumenta em células tratadas com este complexo metélico, o que
corrobora com o0s dados de comprometimento mitocondrial apresentados
anteriormente.

Apesar de terem sido observadas, apés 24 horas de tratamento com
VOSalophen, alteragdes internas de funcionalidade mitocondrial e externas de
morfologia, volume e tamanho em promastigotas de L. amazonensis, a integridade
da membrana plasmatica dessas células nao foi alterada, o que foi avaliado através

da utilizacdo do PI (Figura 18 e 19). Este fato permite a conclusdo de que
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promastigotas tratados com VOSalophen parecem que ndo estdo morrendo por
necrose, pois umas das principais caracteristicas de células em necrose é a
alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica com extravasamento de
conteudo intracelular (JAIN et al., 2013). Entretanto, ja se pode pensar que talvez
este composto possa estar induzindo morte celular por apoptose-like em formas
promastigotas de L. amazonensis, sendo que tal conclusdo preliminar pode ser feita
com base nas alteracbes celulares observadas em parasitos tratados com
VOSalophen, como alteragdo do AWm e reducédo do volume da célula, sem afetar a
integridade da membrana plasmatica, que de acordo com Proto, Coombs e Mottran
(2013) sao caracteristicas de células em processo de morte por apoptose. Junto a
estes dados, foi observado acumulo de corpos lipidicos e geracdo de EROs em
promastigotas tratados, que também constituem-se como caracteristicas da
ocorréncia de apoptose (BOREN e BRINDLE, 2012; GANNAVARAM e
DEBRABANT, 2012).

A possibilidade de ocorréncia de apoptose-like em parasitos tratados com
VOSalophen levou a investigacdo da ocorréncia de externalizacdo de
fosfatidilserina em formas promastigotas de L. amazonensis, uma vez que a
exposicao deste fosfolipideo na porcéo externa da membrana plasméatica € uma das
caracteristicas de uma célula em apoptose (EL-HANI et al., 2012). Apesar da
discusséo sobre a ocorréncia da exposicédo de fosfatidilserina no folheto externo da
membrana plasmatica de Leishmania, visto que ha a possibilidade deste fosfolipidio
estar ausente ou em pequena guantidade na membrana do parasito (PROTO,
COOMBS e MOTTRAN, 2013), a marcacéo deste fosfolipideo com anexina V-FITC
tem sido muito utilizada para detectar apoptose-like em Leishmania (MESQUITA et
al., 2013; CHOUHAN et al., 2015; MALLICK et al., 2015). Assim, a anexina V-FITC
foi utilizada neste trabalho para a marcacéo de fosfatidilserina na face externa da
membrana plasmatica de Leishmania e nossos resultados (Figura 20) permitem
concluir que o tratamento com este composto aumentou significativamente a
porcentagem de células externalizando residuos de fosfatidilserina, o que reforca a
possibilidade de ocorréncia de apoptose-like em promastigotas de L. amazonensis
tratadas com este complexo de vanadio.

Em paralelo a avaliagcdo da externalizacdo de fosfatidilserina, foi determinada
a fragmentacdo do DNA em promastigotas, pois este também €& um evento
caracteristico de células apoptoticas (KACZANOWSKI, SAJID e REECE, 2011).
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Através da técnica do TUNEL foi observada a fragmentacdo do DNA dos
promastigotas de L. amazonensis tratados com VOSalophen (Figura 21), o que
confirma a possibilidade de ocorréncia de apoptose-like apds o tratamento com este
complexo de vanadio. Corroborando com este fato, nossos resultados ainda
apontam um aumento da porcentagem de células na fase sub-G0/G1 do ciclo celular
(Figura 22), destacando que células presentes nesta fase do ciclo possuem um
conteaddo muito baixo de DNA e, portanto, correspondem a células com DNA
fragmentado (RIBEIRO, 2011).

De maneira interessante, foi observada, simultaneamente a apoptose-like, a
possibilidade de ocorréncia de autofagia em células tratadas com VOSalophen, o
que foi verificado por meio da marcacdo com MDC (Figura 23) e da MET (Figura 24).
O processo autofagico pode estar sendo diretamente induzido pelo tratamento com
este composto e consequentemente estar contribuindo com a morte dos
promastigotas de L. amazonensis. Por outro lado, a autofagia poderia estar
ocorrendo como um mecanismo de defesa da célula, contra as alteracdes celulares,
compativeis com apoptose-like, induzidas por este complexo metélico, pois este
processo constitui um mecanismo de defesa e sobrevivéncia de células em
condicdes de estresse (SU et al., 2015). Também, uma vez que VOSalophen afeta
a mitocondria do parasito, talvez a autofagia seja apenas um mecanismo
desencadeado com o intuito de degradar esta organela, em um processo
denominado mitofagia (BRENNAND et al. 2012). Entretanto, o conjunto de
modificacdes induzidas por VOSalophen ndo descartam a hipotese de que ambos
processos de morte por apoptose-like e autofagia possam estar ocorrendo em
promastigotas de L. amazonensis (BRENNAND et al. 2012).

Convém também ressaltar que VOSalophen induz apoptose-like em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, com observacéo de fragmentacéo do
DNA dos parasitos, pela técnica do TUNEL (Figura 31). E valido destacar ainda que
este composto ndo causou fragmentacdo do DNA da célula hospedeira, o que
confirma a seletividade do mesmo pelo parasito, quando comparado aos
macrofagos.

Apesar das importantes alteragbes celulares in vitro observadas em L.
amazonensis apos tratamento com VOSalophen, é importante destacar que existe a
necessidade de pressdo medicamentosa para que haja a completa eliminagdo dos

parasitos. Esta hipotese é reforcada pela observagcéo de que promastigotas tratados
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conseguem recuperar o seu crescimento (Figura 25) e infectividade (Figura 26) ao
serem reincubados em meio de cultura sem a presenca do composto. Este resultado
sugere que em uma perspectiva de quimioterapia usando VOSalophen, esquemas
de tratamentos devem ser aplicados de maneira prolongada, até a completa
eliminagdo do parasito. E interessante destacar que a ocorréncia de LC mucosa tem
sido associada a falhas no tratamento durante a LC localizada (STEBUT, 2015).
Esta falha no tratamento pode ser atribuida a descontinuidade ou interrupcdo do
mesmo. Isto mostra que a interrup¢do do tratamento com compostos atualmente
disponiveis para tratar as leishmanioses, também pode levar a recuperacdo dos
parasitos. Esta recuperacdo é geralmente seguida de recidiva da doenca ou
agravamento da mesma, como no caso de surgimento de LC mucosa.

Uma das principais taticas utilizadas por macrofagos para incapacitar
patébgenos é a geracdo de EROs e de ON (PODINOVSKAIA e DESCOTEAUX,
2015). Contudo, a producao dessas substancias pode ser induzida pelo tratamento
com algumas drogas (FONSECA-SILVA et al., 2013). Neste trabalho foi mostrado
gue VOSalophen induziu um discreto aumento da producdo de EROs (somente na
maior concentracdo utilizada - 70 pM) e um aumento da producdo de ON, por
macrofagos infectados com L. amazonensis, entretanto isto ndo ocorre em
macréfagos nao infectados (Figuras 29 e 30, respectivamente). Este fato sugere que
VOSalophen possa exercer um efeito modulador de resposta celular em células
infectadas com L. amazonensis.

E vélido destacar que os resultados encontrados em formas promastigotas de
L. amazonensis tratadas com VOSalophen, podem ser extrapolados para
amastigotas extracelulares e intracelulares. De acordo com Muylder et al. (2011)
compostos que apresentam valores de InEs entre 0,4 e 2,0 sdo considerados ativos
em promastigotas e amastigotas, possuindo, em ambas as formas, os mesmos alvos
celulares. Assim, como este composto apresentou InEs = 1,22 entre promastigotas e
amastigotas extracelulares e InEs = 1,89 entre promastigotas e amastigotas
intracelulares, acredita-se que VOSalophen possua os mesmos alvos celulares em
formas promastigotas, amastigotas axénicos e amastigotas intracelulares de L.
amazonensis. Este fato ainda pode ser confirmado pela ocorréncia de apoptose-like
em amastigotas intracelulares, assim como ocorreu em formas promastigotas.
Entretanto, o Clsp do composto em amastigotas intracelulares de L. amazonensis

(3,51 uM) é um pouco mais baixo do que o Clsy deste composto em formas
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extracelulares, como promastigotas e amastigotas axénicos (Clsp = 6,65 e 5,46 uM,
respectivamente). Nossa hipétese é que além dos eventos em comum que
desencadeiam a morte dos parasitos extracelulares, a producdo de ON e EROs em
macréfagos infectados com amastigotas de L. amazonensis e tratados com
VOSalophen, poderia estar contribuindo com o efeito leishmanicida sobre as formas
amastigotas intracelulares.

Na Figura 36 foi proposto um mecanismo de acédo para VOSalophen em L.
amazonensis. O esquema representa um resumo dos resultados obtidos com
relacdo ao mecanismo de morte induzido no parasito apos o tratamento in vitro com

este complexo de vanadio.
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Figura 36: Proposta de mecanismo de acdo de VOSalophen em formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. amazonensis. VOSalophen atua sobre a mitocondria de promastigotas,
danificando-a e causando alteragdao do AWm e aumento de producdo de EROs. Além disso, ha
acumulo de lipideos neutros e as células sofrem arredondamento e reducdo de volume e tamanho.
Paralelamente, ocorre externalizacdo de fosfatidilserina e fragmentacdo do DNA, entretanto a
membrana plasmatica das células permanece integra, o que caracteriza eventos relacionados a
apoptose-like. Adicionalmente, ocorre um aumento de formagé@o de vacuolos autofagicos apds o
tratamento com este composto, sugerindo a ocorréncia de autofagia. Em amastigotas intracelulares
de L. amazonensis, foi observado fragmentacdo de DNA, mostrando a possivel ocorréncia de
apoptose-like. Em macréfagos infectados com amastigotas, VOSalophen induz producdo de ON e
EROs.
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A significante atividade leishmanicida in vitro de VOSalophen levou a
investigacdo do efeito in vivo deste complexo de vanadio. O tratamento dos animais
infectados foi realizado pela via intralesional, duas vezes por semana, durante
quatro semanas. Esta via de administracdo foi escolhida como uma alternativa
terapéutica que objetiva reduzir os efeitos colaterais associados as formulacdes
leishmanicidas disponiveis atualmente. Duas vantagens associadas desta via de
administracdo sao a reducéo da toxicidade sistémica do composto e a possibilidade
de tratamento fora do ambiente hospitalar, problemas relacionados a maioria dos
medicamentos utilizados para o tratamento da LC (MONGE-MAILLO e LOPEZ-
VELEZ, 2013). Formulacbes alternativas & administracédo parenteral de compostos
leishmanicidas tem sido aplicadas para o tratamento da LC, como a administracéao
tépica de paromomicina e imiquimod (TIUMAN et al., 2012).

O tratamento de camundongos infectados com L. amazonensis, com 75 ug/Kg
do composto causou redugédo do tamanho das patas (Figura 32), do peso das patas
(Figura 33) e da carga parasitaria nas patas infectadas (Figura 34), quando
comparado ao controle negativo, em que os animais foram tratados com DMSO 5%.
O efeito antiparasitario in vivo de complexos metélicos ja havia sido relatado
anteriormente na literatura. Caballero et al. (2014) demonstraram que complexos de
cobalto, niquel e cobre apresentaram atividade tripanocida in vivo, em modelo
murino de doenca de Chagas aguda. Kaur et al. (2010) mostraram o efeito da
cisplatina em modelo murino de leishmaniose visceral, no qual foi observada uma
significante reducdo da carga parasitaria hepéatica de camundongos BALB/c
infectados com L. donovani. Matte et al. (2000) revelaram que o tratamento de
camundongos infectados com L. major, com complexos peroxo-vanadio controlaram
a progressao da doenca de maneira dependente de ON. No nosso trabalho, apesar
da discreta reducdo do tamanho e peso das patas (abaixo de 30%), houve reducao
de mais de 85% da carga parasitaria em animais tratados com VOSalophen. Nossa
hipétese € que o composto possui efeito anti-parasitario expressivo, entretanto,
neste tempo observado, o processo inflamatério ainda era evidente. Talvez, a
implementagcdo de tempos maiores de tratamento possam realcar a eficacia in vivo
do VOSalophen, no sentido de causar a reducédo completa do numero de parasitos
e a cura da leséao.

Vale também acrescentar que o tratamento ndo causou toxicidade hepatica e

renal aos camundongos (Figura 35). Este fato € de suma importancia em virtude dos
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problemas relacionados a elevada toxicidade dos medicamentos disponiveis
atualmente para o tratamento das leishmanioses e ressalta a importancia do uso dos
biososteros do resveratrol complexados a metal no tratamento da LC.

Em resumo, os resultados apresentados neste trabalho destacam o potencial
leishmanicida in vitro e in vivo de bioisésteros do resveratrol complexados com 0s
metais ouro e vanadio e com isso abrem perspectivas para a sintese de novos

compostos com significativo efeito em Leishmania e baixa toxicidade ao hospedeiro.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que houve uma
potencializagdo da atividade leishmanicida nos bioisésteros do resveratrol
complexados com ouro e vanadio, quando comparado aos compostos nao
complexados a metal, e ainda foram seletivos ao parasito, em comparacdo com a
célula hospedeira.

Dentre os compostos testados, o composto 11 (denominado VOSalophen),
um bioisésteros do resveratrol complexado com vanadio, por ter sido efetivo e
seletivo em ambas as formas do parasito e por apresentar sintese financeiramente
acessivel, foi selecionado para ser avaliado de maneira mais detalhada neste
protozoario. Este composto induziu a ocorréncia de eventos sugestivos de apoptose-
like e autofagia em promastigotas de L. amazonensis e causou fragmentacao de
DNA em amastigotas intracelulares desta espécie de Leishmania, sugerindo também
a morte por apoptose-like. Além disso, VOSalophen modulou a producéo de EROs
e ON em macréfagos infectados com L. amazonensis. Em adicdo, também foi
observado um efeito in vivo de VOSalophen, com discreta reducéo do tamanho das
lesbes e do peso das patas de camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis, significante reducdo da carga parasitaria nas patas infectadas e
auséncia de toxicidade hepética e renal aos animais.

Esses resultados abrem perspectivas para o delineamento da sintese de
novos compostos complexados a metal e para estudos acerca da associacdo a
ferramentas de biotecnologia, no intuito de aumentar a eficacia dos compostos e

reduzir a toxicidade ao hospedeiro.
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