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RESUMO

As leishmanioses sédo doencgas infecciosas, porém ndo contagiosas, causadas
por protozoarios do género Leishmania. Os farmacos atualmente empregados para
o tratamento das leishmanioses apresentam inumeros problemas, como alta
toxicidade, sdo dispendiosos, aléem de mostrarem baixa eficacia em areas
endémicas devido a resisténcia observada de varias espécies do parasito. Visto
derivados de quinolinas apresentarem como uma classe de moléculas promissoras
para o tratamento das leishmanioses, este trabalho teve como objetivo analisar o
efeito antileishmanial de novos derivados 4-amino-7-cloroquinolina e a toxicidade em
macréfagos peritoneais de camundongos. Objetivou-se também avaliar o modo de
acado do composto mais efetivo. Dentre os trés compostos avaliados, genericamente
denominados de derivados de quinolina (DQ), o0 composto mais promissor foi 0 DQ3
(Clso de 43,25 e 39,19 pM para promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis,
respectivamente; CCso de 226,79 uM; e Clso de 5,62 e 5,48 para amastigotas de L.
amazonensis PH8 e GFP, respectivamente), sendo entdo o escolhido para os
estudos dos possiveis mecanismos de morte celular. Promastigotas de L.
amazonensis foram tratados com o composto DQ3 e posteriormente as células
foram analisadas quanto a varios parametros morfolégicos, ultraestruturais e
bioquimicos. O tratamento dos promastigotas com o composto DQ3 induziu reducao
do potencial de membrana mitocondrial, observado pelas marcagbées com JC-1 e
rodamina 123, inchaco mitocondrial observado pela MET e aumento da producéo de
ROS (marcagdo com H2DCDFA), sugerindo que o composto tem a mitocondria como
um alvo importante. Além disso, induziu externalizacao de fosfatidilserina (marcacao
com anexina V), aumento na populacdo de células na fase sub Go/Gi, inducdo de
ndcleo apoptético e alteragcdes morfoldgicas (corpos arredondados e reducao do
volume celular). Esses dados sugerem que 0 composto possa induzir apoptose-like
em L. amazonensis. Descartou-se a hipétese de morte por necrose e autofagia, visto
que a membrana plasmatica se manteve integra e ndo foi observado, pela marcacdo
com MDC, a formacdo de vacuolos autofagicos. O tratamento dos macréfagos
infectados com L. amazonensis induziu aumento na producédo de ROS, entretanto o
mesmo ndo foi observado em macrofagos nao infectados, sugerindo o estresse
oxidativo como um modo de acdo deste composto. Também, o tratamento induziu
alteracdes morfolégicas nos amastigotas intracelulares. Os resultados obtidos, in
vitro, mostram que o composto DQ3 apresenta potencial para ser um agente
antileishmanial, estimulando a continuidade da pesquisa no modelo in vivo.

Palavras-chave: Quinolinas. 4-amino-7-cloroquinolinas. L. amazonensis. Apoptose-
like. Mitocondria.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious but non-contagious disease caused by protozoa
of the genus Leishmania. The drugs currently used for the treatment of leishmaniasis
present numerous problems, such as high toxicity, are expensive, and show low
efficacy in endemic areas due to the observed resistance of several species of the
parasite. Given quinolines derivatives as a class of promising molecules for the
treatment of leishmaniasis, this work aimed to analyze the antileishmanial effect of
new 4-amino-7-chloroquinoline derivatives and the toxicity in mouse peritoneal
macrophages. The objective of this study was also to evaluate the mode of action of
the most effective compound. Among the three evaluated compounds, generically
denominated quinoline derivatives (DQ), the most promising compound was DQ3
(ICs0 of 43.25 and 39.19 uM for L. amazonensis and L. braziliensis promastigotes,
respectively, CCso of 226.79 yM, and ICso of 5.62 and 5.48 for amastigotes of L.
amazonensis PH8 and GFP, respectively), being then chosen for the studies of the
possible mechanisms of cell death. Promastigotes of L. amazonensis were treated
with the compound DQ3 and later the cells were analyzed for several morphological,
ultrastructural and biochemical parameters. Treatment of the promastigotes with the
DQ3 compound induced reduction of the mitochondrial membrane potential observed
by the JC-1 and rhodamine-123 markers, mitochondrial swelling observed by MET
and increased ROS production (H2DCDFA labeling), suggesting that the compound
has the mitochondria as an important target. In addition, it induced
phosphatidylserine externalization (annexin V labeling), increase in cell population in
the sub GO/G1 phase, induction of apoptotic nucleus and morphological changes
(rounded bodies and reduction of cell volume). These data suggest that the
compound may induce apoptosis-like in L. amazonensis. The hypothesis of death
due to necrosis and autophagy was discarded, since the plasma membrane
remained intact and the formation of autophagic vacuoles was not observed by MDC
labeling. The treatment of macrophages infected with L. amazonensis induced an
increase in the production of ROS, but the same was not observed in uninfected
macrophages, suggesting oxidative stress as a mode of action of this compound.
Also, the treatment induced morphological changes in intracellular amastigotes. The
results obtained, in vitro, show that the compound DQ3 presents potential to be an
antileishmanial agent, stimulating the continuity of the research in the in vivo model.

Keywords: Quinolines. 4-amino-7-chloroquinolines. L. amazonensis. Apoptosis-like.
Mitochondria.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecciosas, porém ndo contagiosas,
causadas por protozoarios intracelulares obrigatérios do género Leishmania, e que
estdo amplamente distribuidas em &reas tropicais e subtropicais, afetando cerca de
98 paises na Europa, Africa, Asia e América (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015;
STEVERDING, 2017). As leishmanioses estdo associadas a desnutricdo, moradia
precaria, sistema imunoldgico deprimido e falta de recursos financeiros, afetando,
principalmente, regibes mais pobres, e por isso sao classificadas como Doencgas
Tropicais Negligenciadas (DTN) pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012;
WHO, 2016). A OMS também aponta que as leishmanioses estdo na categoria de

doencas emergentes e nao controladas (DE VRIES et al., 2015).

As estimativas recentes mostram que existem, em todo o mundo, cerca de 12
milhdes de pessoas infectadas e 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de
contrair a doenca (WHO, 2012). A incidéncia anual de morte é cerca de 20-30 mil
pessoas (é a segunda maior causa de morte por doencas parasitarias, ficando atras
apenas da Maléaria), e de novos casos € de aproximadamente 0,2 a 0,4 milhdes de
casos de leishmaniose visceral (LV) e 0,7 a 1,2 milhdes de leishmaniose cutanea
(LC), porém, devido a subnotificacdo, a incidéncia e prevaléncia real da doenca
pode ser significativamente maior (WHO, 2017; ALVAR et al., 2012; STEVERDING,
2017). Desses novos casos, cerca de 90% ocorrem nos paises como Afeganistao,
Argélia, Quénia, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Etiopia, india, Ird, Peru, Suddo do Sul,
Sudao, Siria e Somélia (WHO, 2016).

Aproximadamente 53 espécies de Leishmania sdo descritas na literatura,
dentre elas 31 sdo conhecidas por infectar mamiferos (que podem funcionar como
reservatorios), e 20 sdo patogénicas ao homem (VON STEBUT, 2015; AKHOUNDI
et al., 2016). As leishmanioses podem apresentar desde infec¢cdes assintomaticas
em individuos aparentemente sadios ou se apresentar como duas formas principais,
leishmaniose visceral (LV) ou leishmaniose cutanea (LC). Independente da forma

clinica, pacientes imunossuprimidos, criangas e idosos apresentam maior tendéncia
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a desenvolver a doenca de uma forma mais severa (VON STEBUT, 2015;
STEVERDING, 2017).

A transmissdo do parasito ocorre através da picada de fémeas de insetos
vetores denominados flebotomineos, infectadas com Leishmania sp. Muitas
espécies dos géneros Phlebotomus, responsavel pela transmissdo no “Velho
Mundo®, e Lutzomyia, no “Novo Mundo”, ja foram descritos como vetores
comprovados ou suspeitos de transmitir leishmaniose ao homem (HASHIGUCHI et
al., 2016; STEVERDING, 2017). Os flebotomineos apresentam apenas 2 mm de
largura, sendo muito menor quando comparado a um mosquito doméstico, e
possuem habitos noturnos, evitam o vento e s6 conseguem voar distancias curtas.
Esses vetores, quando estdo infectados com o parasito Leishmania, apresentam um
método adaptativo, que € a tendéncia de sondar o mesmo hospedeiro varias vezes,
gue consequentemente, aumenta as chances de transmissdo. Eles podem ser
encontrados por todo o mundo, principalmente em areas tropicais e subtropicais
(VON STEBUT, 2015). A presenca do inseto vetor em varias regides do planeta
associado ao seu pequeno tamanho, entre outros fatores, dificultam o controle

vetorial.

Nas Ameéricas, o Brasil é considerado como um dos paises com maior
namero de casos de leishmanioses. No pais, estas doencas eram consideradas
inicialmente zoonoses de animais silvestres, acometendo principalmente pessoas
gue residiam em éareas rurais. No entanto, nos ultimos anos, observou-se uma
mudanca nesse perfil, ocorrendo um aumento no numero de casos em regides

periurbanas e urbanas no Brasil (BRASIL, 2016).

Em relacdo a LC, apresentam casos registrados em todas as regibes do
Brasil, sendo que no periodo de 1995 a 2014 a média anual de novos casos foi de
25.763, e o coeficiente de deteccdo médio de 14,7 casos por 100 mil habitantes.
Tem maior predominancia na faixa etaria superior a 10 anos (92,5% do total de
casos) e no sexo masculino (74% no ano de 2014), apesar de ocorrer em todas as
faixas etarias e sexo (Brasil, 2017). Na Figura 1A, observa-se que a partir de 1985
existem alguns picos de aumento no numero de casos, no entanto, depois do ano
2000, ocorre uma tendéncia de reducédo desse numero. Na Figura 1B encontra-se a
distribuicdo dos casos de LC pelo Brasil, com maior concentracdo do numero de
casos nas regides Centro-Oeste e Norte do pais (BRASIL, 2015; 2016; 2017).
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Figura 1: Leishmaniose Cutanea no Brasil. (A) Casos confirmados de leishmaniose cutanea, Brasil
—1980 a 2014. (B) Casos de leishmaniose cutanea por municipio, Brasil — 2015. Fonte: Brasil, 2017.

A LV é amplamente distribuida em todo o pais, acometendo 21 estados, e as

cinco regides brasileiras. Entre os anos de 2000 e 2013, a média do numero de
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casos anual foi de 3.454 casos, e o coeficiente de incidéncia de 1,9 casos por 100
mil habitantes. A doenca ocorre com maior frequéncia em criangas menores de 10
anos (41,9%) e no sexo masculino (62,8%) (BRASIL, 2015; 2016). Na Figura 2A
tem-se 0 numero de casos de LV confirmados no Brasil desde 1980 até 2015, onde
observa-se picos de aumento no niumero de casos a cada 5 anos, e a partir de 2004
uma diminuicdo dos casos registrados. A distribuicdo de casos de LV no Brasil esta
representada na Figura 2B, onde observa-se um maior nimero na regido nordeste
(Portal da Saude- Ministério da saude, 2017). Ressalta-se entretanto que apesar
desta regido ainda ter o maior nimero de casos de LV, quando se compara com 0
final da década de 1990 onde eram registrados 90% dos casos no pais, percebe-se
uma mudanca nos ultimos anos e, em 2013 essa regido concentrava 53,6% do total
de casos do Brasil, ocorrendo um aumento de casos na regido Centro-oeste, Norte e
Sudeste. E importante ressaltar que nos ultimos dez anos, a LV atingiu regides
periurbanas e grandes centros urbanos, como ja citado anteriormente, dado
evidenciado pelos surtos ocorridos em Natal (RN), Belo Horizonte (MG), Teresina
(PI), Fortaleza (CE), Rio de Janeiro (RJ), Santarém (PA), Camacari (BA), Aracatuba
(SP), Corumba (MS), Séo Luis (MA) e mais recentemente, Palmas (TO), Campo
Grande (MS) e Trés Lagoas (MS). Outro dado importante € 0 aumento na taxa de
letalidade que tem ocorrido nos ultimos anos, sendo que no ano de 2000, essa taxa
era de 3,2%, e aumentou para 7,1% em 2013 (BRASIL 2015; 2016).
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Figura 2: Leishmaniose Visceral no Brasil. (A) Casos confirmados de leishmaniose visceral, Brasil

—1980 a 2015. (B) Casos de leishmaniose visceral por municipio, Brasil — 2015. Fonte: Portal da

Saulde- Ministério da saude, 2017.
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As estratégias de controle das leishmanioses, tanto pelo Programa Nacional
de Controle da Leishmaniose Tegumentar, como o Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral, se baseiam no diagnostico e tratamento precoce
dos casos humanos, além da tentativa de reducdo dos flebotomineos, eliminagéo
dos reservatorios e educacdo em saude, sendo muito importante que essas
estratégias ocorram de maneira integrada, uma vez que elas isoladamente ndo séo
capazes de prevenir e controlar as doencas (SOARES et al., 2017; ZUBEM,;
DONALISIO, 2016). Entretanto, as estratégias de controle ndo tém sido eficientes
devido a inUmeros fatores encontrados pelos Programas, tais como as dificuldades
relacionadas a insuficiéncia de recursos humanos, materiais e financeiros, a rejeicao
da atividade de eutanasia de caes por parte da comunidade, a descontinuidade da
realizacdo do controle quimico por falta de recursos materiais e/ou humanos, e a
desvalorizacdo das atividades de educacdo em saude, que muitas vezes sao
realizadas por técnicos ndo formados na area e que estdo envolvidos na eutanasia
de caes, resultando em descrédito e oposicdo ao invés da colaboracdo das
comunidades (ZUBEM; DONALISIO, 2016). Assim, o controle das leishmanioses
continua um desafio para as politicas publicas em saude.

1.2 O parasito Leishmania

Os parasitos do género Leishmania sédo protozoarios unicelulares, eucariéticos e
flagelados, que pertencem a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A
principal caracteristica dos parasitos que pertencem a esta ordem é a presenca de
uma mitocondria Unica e do cinetoplasto. O cinetoplasto corresponde a uma regiao
especializada, localizada no interior da mitocdndria, proxima ao corpo basal do
flagelo e rica em DNA mitocondrial, material genético chamado de kDNA (TAGOE;
KALEJAIYE; KONING, 2015; NOVO et al., 2016).

O género Leishmania apresenta um grande numero de espécies, 0 que torna
sua classificacdo um processo continuo, podendo ser classificados em subgéneros e
complexos (SCHONIAN; MAURICIO; CUPOLILLO, 2010). Inicialmente, para
classificar esse género, foram utilizados critérios como vetores, distribuigcéo
geografica e manifestacdes clinicas. No entanto, analises moleculares mostraram

gue esses critérios eram inadequados, e critérios como os padrdes de polimorfismo
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exibidos pelo kDNA foram usados (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007).
Atualmente, as espécies de Leishmania que sdo patogénicas ao homem estéao
classificadas em dois subgéneros de acordo com sua localizacdo no intestino do
flebotomineo. O subgénero Leishmania inclui os promastigotas que se desenvolvem
na parte média e anterior do intestino do flebotomineo, e o subgénero Viannia, 0s
promastigotas que se desenvolvem primeiramente na por¢ao posterior do intestino,
e depois migram para as porcbes média e anterior do vetor (LAINSON, SHAW e
SILVEIRA, 1987). Na Figura 3 encontra-se a classificacdo quanto aos géneros,

subgéneros, complexos e espécies de Leishmania sp.

Trypanosomatidae

Familia
Género Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
I . | ]
Complexos L donovani [ tropica L major L. aethiopica L. mexicana .---;-j ------ | L. braziliensis ' L. guyanensis
i N&o patogénicas; !
| | I ‘ | | para Humanos:: ‘ [
L. chagasi * L. killicki* L. major L. aethiopica L. Amazonensis | “Velho Mundo” ! L. braziliensis L. guyanensis
Espécies L donovani | tropica L gamhami* | I[ ;:‘;Z;Eia L. peruviana : L. panamensis
L. infantum L. mexicana e — I -
. ' H Na&o atribuido
L. pifanoi i “Novo Mundo: ! i\ L. lainsoni
L venezuelensis | L- aristidesi T
i L. enriettil
' L. deanei
i L. hertigi

...................

Figura 3: Taxonomia da familia Trypanosomatidae. *Status das espécies esta em discusséo. *L.
chagasi no “Novo Mundo” é a mesma espécie L. infantum. Fonte: WHO, 2010 (Adaptado).

Os parasitos do género Leishmania apresentam, durante seu ciclo biolégico, dois
estagios basicos, promastigotas e amastigotas (Figura 4) (PACE, 2014; LI et al.,
2017). Os promastigotas sdo as formas extracelulares, que se encontram no
intestino do inseto vetor. Sdo ceélulas alongadas, com presenca de flagelo (que
fornece motilidade), e medem aproximadamente de 15 a 20 um de comprimento e
de 1,5 a 3,0 um de largura (ALIANCA, 2012; PACE, 2014). Os amastigotas s&o

células ovaladas, com um pequeno flagelo que raramente ultrapassa a abertura
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flagelar e ndo é visualizado pela microscopia 6tica. Estas formas medem cerca de 3
a 5 um de comprimento e 1,5 a 3 um de largura e séo intracelulares obrigatérias,
parasitando principalmente células do sistema monocitico fagocitario do hospedeiro
mamifero (ALIANCA, 2012; PACE, 2014; KIEFFER et al., 2015).
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Figura 4: Fotomicrografia ilustrativa das formas evolutivas de Leishmania sp. (A) Macréfagos
infectados com amastigotas de L. amazonensis. (B) Promastigotas de L. amazonensis. Aumento
de 1000x. Fonte: Do autor

A alternancia entre as formas bioldgicas nos hospedeiros vertebrados e no
inseto vetor é um pré-requisito para a sobrevivéncia do parasito, porém, ainda néo é
conhecido a base molecular destas transformacdes, mas sabe-se que fatores
ambientais, como pH e temperatura, desencadeiam esse processo. Além disso, a
expressdo diferencial de varios genes e alteracbes na superficie dos parasitos
também estdo envolvidos (WU et al.,, 2000). Assim, pode-se observar expressdes
génicas diferentes em suas formas evolutivas. Como exemplos dessas diferencas,
pode-se citar a expressdo dos genes A2, que € um dos fatores candidatos a
viruléncia do parasito, que consiste em uma familia de genes abundantemente
transcritos e traduzidos na fase amastigota de Leishmania do complexo L. donovani,
mas que estdo ausentes na fase promastigotas (OLIVEIRA et al., 2011; LI et al.,
2017). A proteina de membrana Gp46 € um dos principais componentes da
membrana, e o gene que codifica essa proteina é altamente abundante em formas
promastigotas, enquanto que em amastigotas se encontra ausente (LI et al., 2017).
Além dessas diferencas, observam-se ainda alteracbes que ocorrem nas

propriedades da superficie celular, principalmente quando a forma promastigota se
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desenvolve em amastigota, como a perda da camada de lipofosfoglicano, e as
proteinas de superficie, denominadas amastinas, que estdo com a expressao
aumentada (FIEBIG; KELLY; GLUENZ, 2015).

O ciclo biologico do parasito Leishmania ocorre de maneira semelhante para
todas as espécies (Figura 5). Os parasitos sdo transmitidos ao homem ou outro
hospedeiro mamifero através do repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos
infectadas, ou seja, durante a picada o inseto vetor regurgita formas promastigotas
metaciclicas, formas infecciosas para o hospedeiro vertebrado, juntamente com sua
saliva, na pele do hospedeiro. A saliva do inseto vetor € extremamente importante,
pois contribui ndo apenas para que o sangue ndo coagule, mas também possui
efeito imunossupressor facilitando a sobrevivéncia do parasito (TEIXEIRA et al.,
2013; RODRIGUES; GODINHO; DE SOUZA, 2014).

Apés a picada do inseto vetor infectado e introducdo dos parasitos, algumas
substancias como quimiocinas e citocinas sao liberadas e atraem células do sistema
imunologico, como neutrdéfilos, células dendriticas e macréfagos. Os neutrofilos sdo
atraidos de uma maneira muito rapida, sendo essas células as primeiras a serem
infectadas pelos promastigotas metaciclicos (DE MORAIS et al., 2015). Os parasitos
conseguem sobreviver no interior de neutréfilos, no entanto, ndo sédo capazes de se
diferenciarem em amastigotas ou se multiplicarem. Por isso, 0s neutrofilos séo vistos
como “Cavalo de Trdia”, uma vez que essas ceélulas sofrem apoptose e 0s corpos
apoptéticos séo fagocitados pelos macrofagos, resultando na entrada silenciosa do
parasito em macréfagos, que sao células extremamente importantes para o
estabelecimento e sucesso da infeccdo (TEIXEIRA et al., 2013; DE MORAIS et al.,
2015).

O parasito se adere a superficie do macrofago através da interacdo entre varios
receptores presentes na superficie dessas células (como receptores do
complemento (CR) 1, CR3 (Mac-1), o receptor de fibronectina e o receptor de
manose) e moléculas expostas na superficie do parasito, como os lipofosfoglicanos
e a glicoproteina gp63 (LIU; UZONNA, 2012; TEIXEIRA et al., 2013; DE MORAIS et
al., 2015). O processo de internalizacdo via fagocitose se inicia com a formacéo de
pseudopodes, e apos a ligacdo do parasito ao macréfago, este € internalizado em
um vacuolo parasitéforo (VP). No interior deste vacuolo, ocorre a diferenciacdo do

promastigota metaciclico em amastigota, com posterior fusdo de lisossomos ao VP.
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Os amastigotas conseguem sobreviver ao ambiente acidico e se dividem por divisdo
binaria simples (TEIXEIRA et al., 2013; RODRIGUES; GODINHO; DE SOUZA,
2014). Dependendo da espécie de Leishmania, o VP pode ser grande e largo,
contendo varios amastigotas, ou ser pequeno, cOm pouco espago para 0s parasitos
intracelulares (REAL; MORTARA; RABINOVITCH, 2010). Também, os amastigotas
podem se ligar a membrana do vacuolo ou permanecerem livres no interior do
mesmo onde se multiplicam intensamente. Posteriormente o macréfago se rompe,
liberando os amastigotas. Estes amastigotas liberados, podem infectar novos
macréfagos, repetindo esse processo, ou podem ser ingeridos por uma nova fémea

do inseto vetor durante o repasto sanguineo (TEIXEIRA et al., 2013).

Quando um novo hospedeiro invertebrado picar um homem ou outros mamiferos
infectados, serdo ingeridas as formas amastigotas que foram liberadas e/ou
macréfagos infectados juntamente com o sangue. No intestino do inseto vetor
ocorrerd o rompimento da membrana dos macréfagos e 0s amastigotas se
transformardo em promastigotas prociclicos, formas nao infectantes do parasito. Os
promastigotas prociclicos migrardo para o epitélio do trato digestorio e comecaréo a
se multiplicar. Ap6s a multiplicacdo, irdo migrar para a valvula estomodeal,
localizada na porcédo anterior do intestino, reiniciando o processo de divisdo celular.
Em seguida, sofrerdo um processo denominado metaciclogénese, no qual se
diferenciardo em promastigotas metaciclicos. Devido a danificagdo da valvula
estomodeal, as promastigotas serdo regurgitadas durante o repasto sanguineo do
inseto vetor, sendo transmitidas para um novo hospedeiro vertebrado, e reiniciando
o ciclo de vida do parasito (TEIXEIRA et al., 2013; RODRIGUES; GODINHO; DE
SOUZA, 2014; GEIGER et al., 2016).
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Estagios no hospedeiro invertebrado

Figura 5: Ciclo biolégico do parasito Leishmania. (1) Flebotomineo fémea pica um mamifero
infectado durante o repasto sanguineo. Macréfagos infectados (2) com as formas amastigotas. (3)
Forma amastigota. (4) Amastigota se transforma em promastigota prociclico. (5) Promastigotas
prociclicos se multiplicam no intestino médio. (6) Promastigotas migram para a vélvula estomodeal no
intestino médio anterior e reiniciam o processo de divisdo. (7) Promastigotas se transformam em
promastigotas metaciclicos infectivos. (8) A fémea do inseto vetor libera os promastigotas
metaciclicos em um novo hospedeiro mamifero através de regurgitacdo durante o repasto sanguineo.
(9) Promastigotas metaciclicos. (10) Promastigotas metaciclicos sédo fagocitados pelos macrofagos.
(11) Os promastigotas metaciclicos se transformam em amastigotas dentro do vacuolo endocitico.
(12) Amastigotas no vaclolo parasitéforo. (13) Amastigotas se multiplicam no vacuolo. (14)
Multiplicagdo intensa de amastigotas. (15) Rompimento da célula hospedeira e liberagdo dos
amastigotas. (16) Forma amastigota. (17) Amastigota sendo fagocitado pelo macréfago. Fonte:
TEIXEIRA et al., 2013 (Adaptado).

1.3 Manifestacdes clinicas

As manifestagdes clinicas das leishmanioses podem variar desde

assintomaticas a letais, e sdo dependentes de fatores como a espécie do parasito,
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do vetor, estado imunoldgico, carga genética e nutricional do hospedeiro, idade,
local de inoculacao e carga parasitaria (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). A partir
destas complexas interacfes parasito-hospedeiro, as manifestacfes clinicas podem
se desenvolver e, no geral, podem ser classificadas como leishmaniose visceral ou
cutdnea. A leishmaniose visceral (LV) é também conhecida por calazar (“doenca
negra”), e é resultado da disseminac¢éo do parasito do local da picada na pele para
orgaos viscerais, como figado, baco e medula 0ssea, e da intensa proliferacdo
(BEATTIE; KAYE, 2011; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). E uma infecgéo
cronica e pode ser fatal dentro de 2 anos caso néo seja tratada. E caracterizada por
febre progressiva, perda de peso, hepatoesplenomegalia, palidez, tosse, diarreia,
fraqueza, epistaxe, anemia e retardo do crescimento em criancas. Em alguns
pacientes, pode-se notar a presenca de uma pigmentacdo escura na pele, o que
explica o nome de “doenca negra” (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; VON
STEBUT, 2015; FEIJO et al., 2016). Podem ser observadas anormalidades
laboratoriais como anemia, trombocitopenia, neutropenia, aumento de
transaminases, hipoalbuminemia e hipergamaglobulinemia (KEVRIC; CAPPEL,;
KEELING, 2015). A maior incidéncia é em criancas de 1 a 4 anos, porém, 0 nuUmero
de adultos acometidos tem se elevado, uma vez que o0 numero de
imunocomprometidos e imunossuprimidos tem aumentado (MANSUETO et al., 2014,
PACE, 2014). E endémica em mais de 60 paises, no “velho e novo mundo”, porém,
0s paises que mais preocupam sdo India, Nepal, Bangladesh, Eti6pia, Suddo e
Brasil visto a incidéncia ser maior nestes paises (MANSUETO et al., 2014; KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015). As principais espécies de Leishmania que causam a LV
séo L. infantum na bacia do mediterrdneo e L. donovani no subcontinente indiano,
Asia, e Africa oriental. Nas Américas, a L. chagasi (sinonimia de L. infantum) é a
responsavel pela LV (MANSUETO et al., 2014).

Pode ocorrer uma complicacdo da LV, que € chamada de leishmaniose
dérmica pos-calazar. E caracterizada por erupcdo macular, maculopapular ou
nodular por todas as partes do corpo, apresentando uma hipopigmentagéao.
Normalmente essa forma se manifesta apds 6 meses a 1 ou mais anos apés a cura
aparente da LV. Em alguns casos, essa forma ocorre simultaneamente com a LV. E
considerado uma fonte ativa de infecgcdo. Essa forma ocorre, principalmente, na
Africa Oriental e india, onde a principal espécie é a L. donovani. E considerado um

reservatorio para os parasitos, apresentando um papel importante na manutencao e
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contribuicdo para a transmissdo da doenca (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015;
VON STEBUT, 2015).

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum da doenca, sendo
caracterizada por lesbes que afetam a pele e mucosas (REVEIZ et al., 2013; FEIJO
et al., 2016). A mortalidade associada a LC néo é significativa, porém, pode ser
cronica e desfigurante, podendo produzir lesdes multiplas e infecgbes secundarias.
Em éareas endémicas, muitas pessoas acreditam que essa forma da doenca pode
ser transmitida através do contato, resultando em forte rejeicdo social, causando
impactos prejudiciais na qualidade de vida, saude e mental da pessoa acometida
pela LC (STOCKDALE; NEWTON, 2013; ALAM et al., 2016). Cerca de 70 a 90% dos
casos de LC ocorrem nos paises Afeganistao, Paquistédo, Ird, Siria, Aradbia Saudita,
Sudao, Etiopia, Argélia, Nicardgua, Colémbia, Brasil e Peru (REVEIZ et al., 2013;
STOCKDALE; NEWTON, 2013). As principais formas clinicas da LC sdo as LC
localizada, LC disseminada, LC difusa e a leishmaniose mucocutanea (LMC) (FEIJO
et al., 2016).

LC localizada acomete cerca de 90% dos pacientes e o periodo de incubacao
dura, em média, de 2 semanas a 3 meses. Ocorre, geralmente, o desenvolvimento
inicial de uma pépula indolor no local da picada do inseto, preferencialmente em
areas expostas, acessivel ao inseto vetor, como face, pesco¢co e membros. Essa
papula pode progredir para um ndodulo, semanas ou meses apds a infec¢do, que
continua a crescer nas préximas semanas, podendo eventualmente ulcerar. As
bordas da lesédo se apresentam levantadas (“sinal de vulcao”) e endurecidas, e em
pacientes imunocompetentes a lesdo pode cicatrizar apds 6 a 18 meses. Também
pode ocorrer impetiginizacdo secundaria (PACE, 2014; VON STEBUT, 2015; FEIJO
et al., 2016). E causada, principalmente, pelas espécies L. tropica, L. aethiopica e L.
major no “Velho Mundo”, e L. amazonensis, L. mexicana, L. venezuelensis, L.
braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis e L. peruviana no “Novo Mundo” (FEIJO
et al., 2016).

A LC disseminada é caracterizada pela presenca de um grande namero de
lesbes cutaneas acneiformes e papulosas em diferentes regibes do corpo (como
face, membros e troncos), devido a disseminacdo do parasito por vias
hematogénicas ou linfaticas. Pode ser acompanhada por envolvimento das

mucosas, e apresenta tendéncia a recaidas, se tornando cronica. As lesdes da LC
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disseminada aparecem junto ou secundariamente a uma lesdo ulceradas da LC
localizada. As principais espécies que causam a LC disseminada séo L. braziliensis,
L. guyanensis e L. panamensis (WHO, 2010; FIGUEIREDO, 2012; HASHIGUCHI et
al., 2016).

A LC difusa é também conhecida por leishmaniose anérgica ou lepromatosa.
E caracterizada por papulas ou nodulos cutaneos que ndo sofrem ulceracdes e
grande numero de parasitos na lesdo (FIGUEIREDO, 2012; KEVRIC; CAPPEL;
KEELING, 2015). As lesdes se espalham por todo o corpo, exceto em areas como
couro cabeludo, axila, prega inguinal, palmas das mé&os e solas dos pés
(HASHIGUCHI et al., 2016). Ocorre um processo anérgico, isto €, a resposta celular
é inexistente ou muito prejudicada (FIGUEIREDO, 2012). E uma forma muito rara, e
no Brasil sdo diagnosticados cerca de 1 a 2 casos por ano (HASHIGUCHI et al.,
2016). A LC difusa ndo cura espontaneamente, e as recaidas sao frequentes apos o
tratamento. As principais espécies associadas a esta forma da doenca sao L.
aethiopica no “Velho Mundo” e L. mexicana e L. amazonensis no “Novo Mundo”
(WHO, 2010; HASHIGUCHI et al., 2016).

A LMC é resultante da disseminacao hematogénica ou linfatica do parasito de
uma leséo cutanea, podendo ocorrer simultaneamente ou meses a anos mais tarde.
E caracterizada por infeccdo da mucosa nasal e orofaringea, ocorrendo eritema e
edema da mucosa, acompanhado de ulceracdo com exsudato mucopurulento. Essa
forma n&o cura espontaneamente, e pode causar complicacdes permanentes, como
destruicdo ulcerativa do nariz, boca, faringe, laringe, palato, labio superior e
perfuracao do septo nasal (MANSUETO et al., 2014; PACE, 2014). Esta associada a
auséncia ou insuficiéncia do tratamento da infeccdo priméria, e atinge com maior
frequéncia homens e individuos que desenvolveram multiplas les6es primarias (VON
STEBUT, 2015). Geralmente, a LMC acontece em 1 a 10% dos casos de LC, e de 1
a 5 anos apoés a cura da infeccdo primaria (MANSUETO et al., 2014). As principais
especies envolvidas com essa forma de LC sdo a L. braziliensis e L. guyanensis
(FEIJO et al., 2016).

Neste trabalho, foram utilizadas as espécies de L. amazonensis e L.
braziliensis. Essas duas espécies sado as principais envolvidas nas manifestacdes
cutdneas das leishmanioses no Brasil. A L. amazonensis esta associada,
principalmente, a lesbes cuténeas localizadas ou difusas, enquanto que a L.

braziliensis, associada a lesbées cutaneas localizadas e mucocutaneas (GOMES et
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al., 2017). As lesdes causadas por espécies do subgénero Viannia, como a L.
braziliensis, sdo normalmente mais agressivas e, em alguns casos, podem ocorrer
apos o tratamento. J4 as causadas por espécie do subgénero Leishmania, como a L.
amazonensis, tendem a ser menos severas, e mais propensas a cura apos o

tratamento, ou até mesmo espontaneamente (VOLPINI et al., 2004).

1.4 Tratamentos das leishmanioses

O numero de estudos que busca desenvolver uma vacina eficaz para as
leishmanioses em humanos aumentou muito nesses ultimos anos, principalmente
apos o esclarecimento dos mecanismos imunes mediados por células para controlar
a infeccdo. No entanto, até hoje ndo obtiveram muito sucesso e, por isso, ainda ndo
ha uma vacina disponivel para uso em humanos contra qualquer forma das
leishmanioses (SRIVASTAVA et al., 2016).

Os tratamentos empregados atualmente para as leishmanioses se baseiam no
uso de quimioterapicos, que apresentam caracteristicas em comum como alta
toxicidade, administracdo de longa duracdo, muitos efeitos adversos, sé&o
dispendiosos, além de mostrarem baixa eficacia em algumas areas endémicas
devido a resisténcia observada de espécies do parasito (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014; SRIVASTAVA et al., 2016). Os principais quimioterdpicos utilizados no
tratamento das leishmanioses sdo o0s antimoniais pentavalentes (Sb+5), que
constituem o tratamento de primeira linha, e a anfotericina B, miltefosina,
paromomicina e pentamidina que sao os farmacos de segunda linha (DE MORAIS et
al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2016). Na Figura 6 constam as estruturas quimicas e

nomes comercias dos farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses.
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Figura 6: Estrutura quimica e nome comercial das principais drogas usadas para o tratamento
das leishmanioses. Fonte: SANTOS et al., 2008; NAVARRO et al., 2010 (Adaptado).

Os antimoniais séo utilizados desde 1940 para o tratamento da LV e LC, sendo os
primeiros farmacos a serem usados para tratar leishmanioses (FREITAS-JUNIOR et

al., 2012; SCARIOT et al., 2017). As duas formulacdes disponiveis sdo 0 antimoniato
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de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostam®), sendo que
este ultimo ndo é comercializado no Brasil. As principais vias de administracdo para
ambos sao injetaveis, seja intravenosa (IVE) ou intramuscular (IM), entretanto, a via
intralesional também é permitida (BRASIL, 2017). Os compostos atingem seus
valores maximos no intervalo de 2h e 50% do farmaco é excretado pelos rins
durante as primeiras 24 horas (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; SOLEIMANIFARD,
2017). Até 1970, o tratamento indicado era a administracdo de uma dose de Sb+5
de 10 mg/Kg/dia (no maximo 600 mg) por 6 a 10 dias. Porém, houve falha na cura
em 30% dos casos, e a OMS, em 1984, prop6s um novo esquema de tratamento,
onde sdo administrados uma dose de 20 mg/Kg/dia (no maximo 850 mg) por 20 dias
(SOLEIMANIFARD, 2017).

Os pacientes em uso desses medicamentos necessitam ser hospitalizados e
monitorados, uma vez que apresentam alta cardiotoxicidade, hepatoxicidade e
nefrotoxicidade, podendo ser necessario suspender o tratamento. Devido a essa alta
toxicidade, podem surgir efeitos adversos como vomito, nausea, anorexia, mialgia,
dor abdominal, cefaléia, artralgia e letargia (FREITAS-JUNIOR et al., 2012;
MENEZES et al., 2015).

Os antimoniais parecem apresentar um amplo mecanismo de agéo e que ainda
nao foi completamente elucidado. Ha indicios que o Sb+5, considerado uma pro-
farmaco, penetre nas células hospedeiras, atravesse a membrana fagolisossémica e
sofra conversdo metabdlica intramacrofagica para antimonio trivalente (Sb+3), sendo
este o elemento toéxico a Leishmania sp na forma intracelular. Assim, o Sb+3 atua
nas formas amastigotas comprometendo o potencial redox tiol do parasito, induzindo
o efluxo de tidis intracelulares e, consequentemente, inibindo a tripanotiona
redutase, acarretando em estresse oxidativo. O Sb+3 pode também interferir no
processo de B-oxidacdo de &cido graxos e glicolise do parasito, provocando uma
deplecdo dos niveis de ATP intracelular. Nas formas amastigotas existe uma
metaloprotease dependente de zinco, essencial para o desenvolvimento do parasito,
e estudos sugerem que esta enzima poderia ser inativada caso o Sb+3 substituisse
0 zinco. Ja a forma Sb+5 pode também ocasionar a morte do parasito através de
mecanismos indiretos, como por exemplo o aumento dos niveis de citocinas. Os
antimoniais também podem induzir danos ao DNA e inibir a enzima DNA-
topoisomerase |, impedindo assim a replicacdo do DNA do parasito (RATH et al.,
2003; FREITAS-JUNIOR et al., 2012).
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Mais de seis décadas de uso de antimoniais tém permitido o parasito desenvolver
resisténcia a esses medicamentos por diversos mecanismos, como por exemplo,
pela alta expressdo do transportador ABC, um membro da subfamilia ABCI
(LABCI4), que é capaz de promover o efluxo de Sb+3 e de tibis, levando entédo a
reducdo intracelular de antimoniais. Outras alteragcbes que sao frequentes em
parasitos de Leishmania resistentes € a alta expressdo de enzimas limitantes da
biossintese do tiol, como a ornitina descarboxilase e y-glutamilcisteina sintetase, que
gera uma alta taxa de tiois intracelulares, diminuicdo da concentracao de Sb+3 livre
intracelular e protecdo extra contra 0 estresse oxidativo provocado pelo
medicamento. Além disso, 0 gene que codifica o transportador de glicose encontra-
se com baixa expressdo em L. amazonensis resistentes, sugerindo uma diminui¢céo
na formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) como resultado da reducao da
absorcdo de glicose, contribuindo para a sobrevivéncia do parasito (FREZARD;
MONTE-NETO; REIS, 2014).

Essa resisténcia crescente torna, juntamente com o fato da eficacia do tratamento
contra LV e LC ser muito variado, dependendo da espécie do parasito e da regiao
geografica, obstaculos para o sucesso dessa terapia. Um exemplo disso foi o
ocorrido no subcontinente indiano, onde 65% dos pacientes com LV apresentaram
resisténcia aos antimoniais, ocasionando a proibicdo desse farmaco em Bihar, na
india (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; CHAVEZ-FUMAGALLI et al., 2015; TASLIMI;
ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).

A anfotericina B € um antifngico derivado de uma cepa de Streptomyces
nodosus (RATH et al., 2003), que tem sido altamente ativo no tratamento da LV, e
atua por dois mecanismos diferentes, sendo eles a auto-oxidacéo da anfotericina B,
gue causa a producédo de radicais livres, e o0 outro se da através da sua ligacdo ao
ergosterol presente na membrana do parasito, criando poros que causam um
desequilibrio no balanco idnico e consequentemente a morte do parasito (FREITAS-
JUNIOR et al., 2012; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).

E um farmaco administrado via IVE, e a dosagem recomendada é de 0,5 a 1
mg/kg/dia durante 15 a 20 dias. Apresenta alta toxicidade, podendo causar calafrios,
febre, hipocalemia, anemia e rigor, associada a miocardite e nefrotoxicidade, e por
isso é necessario monitoramento laboratorial da funcdo renal e niveis de eletroélitos
(MENEZES et al., 2015; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; VAKIL; FUJINAMI;
SHAH, 2015).
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Para melhorar a biodisponibilidade e as propriedades farmacocinéticas, a fim
de reduzir os efeitos adversos, foram desenvolvidas formulacdes lipidicas da
anfotericina B. A formulacéo lipossomal (AmBisome) é um tratamento aprovado para
LV, e foi utilizada na india para controlar o nimero crescente de casos de LV.
Apresenta toxicidade reduzida, tempo de meia vida melhor e 6tima eficacia, com
uma taxa de cura de aproximadamente 90%. No entanto, as principais limitagoes
deste tratamento sdo o seu alto custo, via de administracéo e falta de estabilidade a
alta temperatura (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; MENEZES et al., 2015).

A pentamidina, uma diamina aromatica, € outro tratamento alternativo
existente. E também utilizada para tratamentos de doencas causadas por outros
protozoarios e fungos, como Pneumocystis carinii e espécies de tripanossomas
africanos. Nas leishmanioses, é utilizada como primeira linha para L. guyanensis na
Guiana Francesa, Suriname e Brasil. Apresenta menos eficacia contra L.
braziliensis, sendo a taxa de cura relatada variando entre 35 a 90%. O farmaco é
administrado via IM ou IVE, com dosagem sugerida de 2 a 4 mg/Kg/dia em um total
de 2 a 7 doses (MANSUETO et al.,, 2014; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).
Ainda ndo estd bem esclarecido qual seria 0 mecanismo de acédo da pentamidina,
porém, evidéncias mostram o envolvimento de interferéncias das funcdes
mitocondriais do parasito (DE MORAIS et al., 2015). Alguns efeitos adversos séo
relatados, como hiperglicemia persistente, elevacdo da creatina quinase,
cardiotoxicidade, hipotensédo, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, e por isso é
recomendado a avaliacao laboratorial antes do inicio da terapéutica e antes de cada
administracdo (MANSUETO et al., 2014; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

A paramomicina é um antimicrobiano da classe de aminoglicosideo natural.
Sua formulacdo parentérica € utilizada para o tratamento de LV, enquanto que sua
formulacdo tépica e parentérica, usada para tratamento de LC (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2013). Quando usado por via tOpica, os efeitos adversos sao
limitados a irritagdo local e prurido, porém, a formulagdo parenteral pode causar
nefrotoxicidade e ototoxicidade, e em alguns casos hepatotoxicidade (MENEZES et
al., 2015; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). Esse farmaco interfere na atividade
ribossomal, inibindo a sintese proteica e alterando o potencial de membrana
mitocondrial, privando o parasito de energia. Além disso, também altera a fluidez da
membrana e o metabolismo lipidico (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; TASLIMI,
ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).
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A miltefosina € um anticancerigeno, analogo de fosfocolina, e o Unico
tratamento disponivel, por via oral, para leishmanioses. Foi aprovada pela primeira
vez na india, e foi utilizada, nesta Ultima década, em 14 paises para o tratamento de
LV e LC (VAKIL; FUJINAMI; SHAH, 2015; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).
E um farmaco que apresenta um tempo de meia-vida muito prolongado (150 horas),
que traz como consequéncias o aumento de teratogenicidade e resisténcia do
parasito (RODRIGUES et al.,, 2015; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).
Apresenta efeito diferente entre as espécies de Leishmania, e sua dosagem
recomendada € de 2,5 mg/Kg/dia durante 4 semanas. Podem ocorrer efeitos
adversos como nauseas, vomitos, cefaléia, diarréia, e elevacdo da creatina quinase
e das transaminases. E contraindicado em mulheres gravidas ou em periodo de
amamentacdo (MANSUETO et al.,, 2014; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015). A
miltefosina atua por diferentes mecanismos de ag&o, como inibidor da enzima
citocromo C oxidase e imunomodulador em macréfagos (VAKIL; FUJINAMI; SHAH,
2015; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).

1.5 Morte celular em Leishmania sp

O equilibrio entre a sobrevivéncia celular e a morte celular € o que determina
o desenvolvimento e a homeostase dos organismos multicelulares. A morte celular é
compreendida como sendo um processo fundamental, e regulado (ou programada -
por varias vias de sinalizacao interligadas) ou ndo regulado (BERGHE et al., 2014).
Os tipos de morte celular sdo bem descritos em organismos multicelulares, e durante
muito tempo foram considerados exclusivos desses organismos. No entanto, muitos
estudos jA& demonstram que esses processos de morte celular podem ocorrer em
outros organismos, como em tripanossomatideos (LEE et al., 2002; ZANGGER,;
MOTTRAM; FASEL, 2002; LUDER et al., 2010; GANNAVARAM; DEBRABANT,
2012). Os principais tipos de morte celular sdo apoptose, necrose e autofagia
(LUDER et al., 2010; ADADE et al., 2013).

A apoptose € um processo de “morte celular programada”, e foi descrita pela
primeira vez, em 1972, por Kerr etal. (KERR; WYLLIE; CURRIET, 1972;
RODRIGUES; SEABRA; SOUZA, 2006). E um processo extremamente importante,
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uma vez que estd associado a eliminacgéo eficiente de células, além de evitar o inicio
de uma via inflamatéria (BRUCHHAUS et al., 2007).

Alguns critérios morfologicos e bioquimicos que permitem a identificacdo da
ocorréncia de apoptose em metazoarios tém sido amplamente relatadas em
tripanossomatideos, incluindo Leishmania sp, como aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), alteragcbes no potencial de membrana
mitocondrial (AWm), exposicdo de fosfatidilserina no folheto externo da membrana
plasmatica, fragmentacdo do DNA, membrana plasmatica integra, diminuicdo do
volume (retracdo celular) e arredondamento da célula, além de liberacdo de
citocromo ¢ e aumento nos niveis de Ca*? citosélico (RODRIGUES; SEABRA;
SOUZA, 2006; LUDER et al., 2010; GANNAVARAM; DEBRABANT, 2012).

Existem duas vias classicas que conduzem a apoptose em metazoarios, a via
extrinseca e intrinseca. A via extrinseca envolve a ligacdo de receptores, presentes
na superficie da membrana celular, aos seus respectivos ligantes. Esses receptores
também sdo chamados de receptores de morte, e pertencem a familia do receptor
do Fator de Necrose Tumoral (TNF). Ja a via intrinseca, ou também chamada de
mitocondrial, ocorre pela permeabilizacdo da membrana mitocondrial que é regulada
por proteinas da familia Bcl-2. E desencadeada por estimulos que afetam a
mitocdndria, como privacdo de citocinas, danos ao DNA e estresse citotoxico. As
duas vias culminam na ativacao de proteases da familia caspases, que provocam a
degradacdo da célula observada na apoptose (BRUCHHAUS et al., 2007; SMIRLIS
et al., 2010; GANNAVARAM; DEBRABANT, 2012).

Em tripanossomatideos, a apoptose pode ser induzida por estimulos variados,
como choque térmico, ROS, drogas antiparasitarias, prostaglandinas, peptideos
antimicrobianos, anticorpos, mutacdes em genes regulados pela célula (SMIRLIS et
al., 2010; GANNAVARAM; DEBRABANT, 2012). A auséncia nesses protozoarios de
homologos aos reguladores chaves de mamiferos ou moléculas efetoras de
apoptose (como receptores de morte, Bcl-2 e caspases) indica que a maquinaria
molecular envolvida no processo de apoptose se difere da descrita em metazoarios.
Apesar de nao existir, em tripanossomatideos, os genes que codificam as caspases,
ha relatos que existem outras proteases cisteina-dependente envolvidas na

execucdo da apoptose, como as metacaspases. No entanto, as fungbes dessas
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proteases ainda permanecem controversas e aguardando confirmagédo (ZANGGER,;
MOTTRAM; FASEL, 2002; SMIRLIS et al., 2010).

Ressalta-se também que tem sido descrito na literatura que o parasito
Leishmania sp, assim como outros protozoarios, como Toxoplasma gondii e
Trypanosoma cruzi, além de virus como citomegalovirus, sdo capazes de evadir do
sistema imunoldgico do hospedeiro por meio de um mecanismo conhecido por
mimetismo apoptotico. Neste mecanismo, 0s organismos patogénicos translocam a
fosfatidilserina para a membrana externa, “imitando” um fendtipo de células
apoptoticas, evitando sua morte. Entdo, em Leishmania por exemplo, esse
mecanismo inibe a capacidade leishmanicida dos macrofagos, inibindo a producéo
de 6xido nitrico, aumentando a sintese de citocinas anti-inflamatoérias, como IL-10 e
TGFB, e diminuindo a da citocina proinflamatéria TNF-a, garantindo entdo a
sobrevivéncia do parasito. Alguns autores relatam que esse mecanismo ocorre
apenas em formas amastigotas (WANDERLEY et al., 2005; VAN ZANDBERGEN et
al., 2006; WANDERLEY; BARCINSKI, 2010).

Assim, em meio a controvérsias, o termo considerado mais adequado para se
referir & apoptose em protozoarios tem sido apoptose-like, devido a falta de alguns
eventos moleculares cruciais que estdo presentes em metazoarios (MENNA-
BARRETO; DE CASTRO, 2014). Desta forma, este trabalho também utilizara essa
terminologia.

A autofagia também representa um processo de morte celular programada.
Foi descrita inicialmente como um mecanismo de sobrevivéncia em resposta ao
estresse, onde ocorre a autodigestdo limitada de materiais intracelulares, incluindo
organelas, e com isso fornece a célula energia para o turnover de organelas, ou para
remodelar uma célula durante a diferenciacéo, contribuindo para a sobrevivéncia.
Porém, se as condicbes do meio em que as células se encontram nao melhoram, a
autodigestdo continua, acarretando em morte celular autofagica (BRUCHHAUS et
al., 2007; LUDER et al., 2010; GANNAVARAM; DEBRABANT, 2012). Desta forma, a
morte celular autofagica € caracterizada pelo sequestro do citoplasma e organelas
em vesiculas duplas ou multimembranares (autofagossomos), e ocorre fuséo da sua
membrana externa com a membrana lisossomal, formando o vacuolo autofagico. A
membrana interna do autofagolisossomo € rompida, pela acdo de hidrolases

lisossbmicas, antes que ocorra a degradacdo do seu conteudo. Os produtos da
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degradacdo sdo entdo reciclados para o citosol através da acdo de permeases
dentro da membrana lisossdomica (ELMORE, 2007; DUSZENKO et al., 2011). Esses
vacuolos autofagicos podem ser identificados por meio da marcacdo com MDC. O
processo de autofagia € lento e pode ter duracdo de varios dias. E além disso,
depende de presenca de ATP e sintese continua de proteinas (BRUCHHAUS et al.,
2007; ELMORE, 2007).

A necrose é um processo ndo regulado e passivo, uma vez que a morte
ocorre independentemente de energia. Inicialmente, foi considerada uma morte nao
programada, no entanto, hoje em dia j& se sabe que a necrose pode também ser um
processo programado. Para se referenciar a necrose programada, tem sido usado
termos como autdlise, oncose, necrapoptose e necroptose (RODRIGUES; SEABRA;
SOUZA, 2006; ZONG; THOMPSON, 2006; LUDER et al., 2010; VANDEN BERGHE
et al., 2014). E caracterizada por alteracbes morfoldgicas como inchaco celular e de
organelas, perda da integridade da membrana celular e condensacdo moderada da
cromatina (ELMORE, 2007; LUDER et al., 2010). Essa ruptura da membrana celular
promove uma reacao inflamatéria local, uma vez que ocorre a liberacdo do contetudo
citoplasmatico para os tecidos circundantes e sinais quimiotaticos sdo enviados, e
consequentemente acontece o recrutamento de células inflamatérias (ELMORE,
2007; RIBEIRO, 2011).

1.6 Quinolinas

A quinolina e seus derivados sempre atrairam a atencdo de pesquisadores
devido a sua diversidade quimica e biologica. O anel de quinolina é encontrado em
varios produtos naturais, especialmente em alcaloides, e além disso, é
frequentemente empregado na sintese de compostos sintéticos com diversas
propriedades farmacolégicas. Ja& foram relatadas propriedades como
anticancerigenos, antimicrobiana, antituberculose, anticonvulsivante, anti-
inflamatoria, cardiovascular, antimalarica, antiprotozoarios, antifingica e antiviral
(KUMAR; BAWA; GUPTA, 2009; COIMBRA et al., 2011; ANTINARELLI et al., 2015).

Muitos estudos demonstraram que, além dessas propriedades ja citadas, as
quinolinas também apresentam atividade antileishmanial. O exemplo mais

importante é sitamaquina (WR6026, GlaxoSmithKline), um 8-aminoquinolina,
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anélogo da primaquina. A forma de administracéo € oral, e ja concluiram os ensaios
de Fase Il na india e Quénia. Foi observado, na india, que dosagens de 1,75 e 2
mg/Kg/dia por 28 dias levou a uma taxa de cura de 89 e 100%, respectivamente. Ja
no Quénia, tratamentos com dosagens de 2,0; 2,5 e 3,0 mg/Kg/dia, obtiveram,
respectivamente, uma taxa de cura de 80, 82 e 91%. O farmaco apresentou
nefrotoxicidade em doses superiores a 2 mg/Kg (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013).
Estudos demonstram que o mecanismo de acdo da sitamaquina envolve a inibicao
do complexo Il da cadeia respiratoria, que consequentemente causa um estresse
oxidativo e induz apoptose na Leishmania (CARVALHO et al.,, 2011). Um outro
exemplo é a Tafenoquina, derivado da primaquina, que possui atividade
antimalarica. Alguns estudos ja demonstraram que além da propriedade
antimalarica, este também apresenta atividade antileishmanial em modelo
experimental com ratos, podendo representar um tratamento alternativo para
leishmanioses (CARVALHO et al., 2010).

Trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa tem verificado que
derivados de quinolina, em especial as 4-amino-7-cloroquinolina (Figura 7)
apresentam atividade antileishmanial in vitro promissora (CARMO et al., 2011;
COIMBRA et al.,, 2013; ANTINARELLI et al., 2015, 2016). Estes resultados,
associados a indiscutivel necessidade de novas alternativas para o tratamento das
leishmanioses incentivaram o estudo desta classe de moléculas em Leishmania.
Também, uma vez que estudos sobre o mecanismo de acdo poderdo fornecer
informagdes importantes para o desenvolvimento de novos compostos com atividade
antileishmanial, tentou-se analisar os possiveis alvos envolvidos na morte do

parasito.
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Figura 7: Estrutura do derivado de 4-amino-7-cloroquinolina que originou 0os compostos
utilizados neste trabalho. n=2. R=R1= -C = CH. Fonte: CARMO et al., 2011.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, in vitro, a atividade antileishmanial de compostos derivados de 4-
amino-7-cloroquinolina em diferentes espécies de Leishmania, bem como determinar

0 mecanismo de morte induzido pelo composto mais promissor.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito antileishmanial dos compostos derivados de 4-amino-7-
cloroquinolina em formas promastigotas de L. amazonensis e L.

braziliensis;

. Avaliar a citotoxicidade dos compostos em macréfagos peritoneais de

camundongos da linhagem BALBI/c;

. Avaliar o efeito antileishmanial dos compostos em formas amastigotas

intracelulares de L. amazonensis;

. Determinar o indice de seletividade e especificidade do composto mais
ativo;
o Determinar o mecanismo de morte induzido pelo composto mais ativo,

em promastigotas de L. amazonensis, através dos seguintes
parametros: (1) morfologia e volume celular; (2) potencial de
membrana mitocondrial; (3) producéo de ROS; (4) externalizacdo da
fosfatidilserina na porgdo externa da membrana plasmatica; (5) ciclo
celular; (6) integridade da membrana plasmatica; (7) formacdo de

vacuolos autofagicos;
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Avaliar o efeito do composto mais ativo na producdo de ROS em

macrofagos néo infectados e infectados por L. amazonensis;

Analisar possiveis alteracdes ultraestruturais, por meio de microscopia
eletrbnica de transmissao, de formas promastigotas e amastigotas de

L. amazonensis tratados com o0 composto mais ativo.
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3 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental encontra-se na Figura 8.

3 compostos sintéticos
(Derivados de 4-amino-7-cloroquinolina)

Promastigotas de Toxicidade em macréfagos | | Amastigotas intracelulares
Leishmania sp peritoneais de de Leishmania sp
camundongos BALB/c

Escolha de um composto: Mais ativo em formas promastigotas e amastigotas de Leishmania sp

Determinar os Mecanismo de morte em Dosagem de ROS Microscopia
indices de promastigotas de L. em macréfagos Eletrénica de
seletividade e amazonensis: infectados por L. Transmissao (MET)
especificidade (1) morfologia e volume celular; amazonensis em promastigotas e
(2) potencial de membrana amastigotas de L.
mitocondrial; (3) producdo de amazonensis
ROS; (4) externalizacdo da

fosfatidilserina na por¢do
externa da membrana
plasmatica; (5) ciclo celular; (6)
integridade da membrana
plasmatica; (7) formacdo de
vacuolos autofagicos

Figura 8: Delineamento experimental do trabalho. Trés compostos derivados de 4-amino-7-
cloroquinolina foram testados em formas promastigotas e amastigotas de Leishmania sp e em
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c. A partir dos resultados obtidos, 0 composto mais
ativo foi selecionado e entdo determinou-se os indices de seletividade e especificidade, 0 mecanismo
de morte em promastigotas de L. amazonensis por meio da analise de parametros como morfologia e
volume celular, potencial de membrana mitocondrial, producdo de ROS, externalizacdo da
fosfatidilserina, ciclo celular, integridade da membrana plasmatica e formacdo de vacuolos
autofagicos, além da dosagem de ROS em macrofagos infectados e microscopia eletrdnica de
transmissdo em formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.

3.1 Compostos utilizados

Os compostos sintéticos utilizados neste trabalho sédo derivados de 4-amino-
7-cloroquinolina, ou mais genericamente, derivados de quinolina (DQ). Todas as
moléculas foram sintetizadas pelo Nucleo de Pesquisas Quimicas (NUPEQ) pelo

Prof. Dr. Adilson David da Silva do Departamento de Quimica do Instituto de
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Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Na Tabela 1 constam o

nome e a estrutura quimica dos compostos testados.

Tabela 1: Nome e estrutura quimica dos compostos derivados de quinolina (DQ).

Composto Estrutura quimica Nome
N lodeto de 7-cloro-1-metil-4-((2-
DQ1 e Hi; " metildi(prop-2-in-1-
CI,[L:;I_H il)amaonio)etil)amino)quinolin-1-io
[
Z
- ~ N lodeto de N-(2-((7-cloroquinolin-4-
DQ2 g _qu; il)amino)etil)-N-metil-N-(prop-2-in-1-
CIJEH;J-EN-:]_ il)prop-2-in-1-amina
|
" NHi;,:, Cloridrato de N1-(7-cloroquinolin-4-il)-
DQ3 meTr N2,N2-di(prop-2-in-1-il)etano-1,2-

/I:JH“ __.--l:;_t:] [:|'
B!
o iy T

diamina

3.2 Cultivo dos parasitos

Neste trabalho foram utilizados duas cepas distintas da espécie L.

amazonensis e uma de L. braziliensis. As formas promastigotas de L. amazonensis

(cepa IFLA/Br/67/PH8) foram cultivadas em meio Warren (infusdo de coracao e

cérebro — meio BHI, suplementado com hemina (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO,

USA) e acido folico (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA)). Os promastigotas de
L. braziliensis (cepa MHOM/Br/75/M2903) foram mantidos em meio BHI (Himedia,

Mumbai, Maharashtra, india) suplementado com L-glutamina (Vetec, Rio de Janeiro,

RJ, Brasil).

Também foi utilizada a cepa de L. amazonensis (WHOM/Br/75/Josefa)

transfectada com o gene da proteina verde fluorescente (Green Fluorescent protein-

GFP), gentilmente cedida pelo Dra. Bartira Rossi-Bergman, da Universidade Federal
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do Rio de Janeiro. Esses promastigotas foram cultivados em meio Warren
suplementado, conforme descrito acima para L. amazonensis (cepa
IFLA/Br/67/PHS).

Todos os meios utilizados foram suplementados com 10% de soro bovino
fetal (SBF) (Cultilab, Campinas, Sao Paulo, Brasil) e 0,5% de solucao de penicilina
10.000 U.l./mL mais estreptomicina 10 mg/mL (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO,
USA). Os parasitos foram mantidos em estufa a 25°C, e repiques foram realizados

em intervalos de trés a quatro dias.

3.3 Selecdo das formas promastigotas fluorescentes de L. amazonensis

transfectada com GFP

A fim de manter a estabilidade da proteina fluorescente, a cada dez
passagens em cultura, as formas promastigotas de L. amazonensis-GFP, em fase
logaritmica de crescimento, foram selecionadas com o antibiético geneticina (Sigma
Chemical Co- St. Louis, MO, USA), uma vez que apenas as leishmanias
transfectadas resistem a este antibiético, permanecendo vivas. A concentracao
celular foi ajustada para 1x107 promastigotas/mL e incubados com 1 mg/mL do
antibiotico por 72 horas a 25°C. Posteriormente, os parasitos foram transferidos para
garrafas de cultura de 25 cm?® e visualizados em microscépio invertido Eclipse TS
100 (Nikon, Minato, Téquio, Japao), sendo observadas a fluorescéncia e motilidade

dos parasitos.

3.4 Avaliacédo datoxicidade dos compostos em promastigotas de Leishmania

Sp

Para a avaliacdo da atividade anti-promastigota dos compostos utilizou-se o
método colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
(MTT) (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA). O ensaio do MTT é baseado na

capacidade das enzimas desidrogenases, presentes em mitocondria de células
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vivas, em reduzir o sal tetrazolio, solivel em agua, em formazan, produto insoltvel
em agua (MOSMANN, 1983). Desta forma, a quantidade de formazan produzida é

diretamente proporcional ao numero de células viaveis.

As formas promastigotas, em fase logaritmica de crescimento, foram
contadas em camara de Neubauer, e em seguida adicionadas em placas de cultura
de 96 pocos na concentracdo de 2x108 células/mL para L. amazonensis e 3x10°
células/mL para L. braziliensis. ApGs sucessivas diluicdes em agua deionizada, os
compostos foram adicionados nos primeiros pogos, e em seguida foi realizado
diluicdes seriadas (obtendo as concentracdes finais de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125
pUM), em duplicata. Em alguns pocos ndo houve adicdo de compostos (controle
negativo). As placas foram incubadas em estufa a 25°C por 72 horas. Apds esse
tempo, foram adicionados 10 pL de MTT a 5 mg/mL em cada pocgo, e as placas
foram novamente incubadas por mais 4 horas, sob as mesmas condi¢des. A reagao
foi interrompida pela adicdo de 100 yL de isopropanol (Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil)/acido cloridrico (lsopropanol/HCI a 0,7%) e a leitura foi realizada em
espectrofotometro  (Multiskan EX-Thermo Electron Corporation, Waltham,
Massachusetts, EUA e SpectraMax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, Califérnia,
EUA) a 570 nm. A partir da densidade otica foi calculada a porcentagem de inibicao
do crescimento dos promastigotas em relacdo ao controle negativo. Posteriormente,
foi determinada a concentracao inibitéria (Clso) de cada composto, que representa a
concentracdo molar que inibe 50% do crescimento parasitario. Os valores de Clso
foram estimados a partir de valores médios de trés experimentos independentes,
calculados com o auxilio do programa GraFit 5 (versdo 5.0, Erithacus Software Ltda.,
Horley, U.K), por meio de uma regressdo nao linear. A anfotericina B (Cristélia,
Itapira, Sdo Paulo, Brasil) e miltefosina (Cayman Chemical Company, Michigan,

USA) foram utilizadas como farmacos de referéncia.

3.5 Avaliacéo da citotoxicidade dos compostos em macrofagos

Para a avaliacdo da toxicidade dos compostos em células de mamiferos,
utilizou-se macrofagos peritoneais de camundongos fémeas BALB/c. Foi inoculado,

via intraperitoneal, 2 mL de tioglicolato (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA) a
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3% em cada camundongo. Apdés 72 horas da inoculacédo, foi efetuada a eutanasia
dos camundongos para a realizacdo do lavado peritoneal. Depois de expor a
cavidade peritoneal, foi injetado 6 mL de solugdo de Hank’s (Sigma Chemical Co- St.
Louis, MO, USA) estéril no peritdbnio de cada animal. Ainda com a solucdo no
peritonio, foi feita uma massagem e em seguida essa solucdo foi aspirada. Esse
processo foi repetido com o objetivo de recuperar um maior numero de células. A
solucdo, contendo os macréfagos peritoneais, foi centrifugada a 1000 rpm
(centrifuga Thermo Fisher Scientific D37520) por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em meio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co-
St. Louis, MO, USA), onde foi retirada uma aliquota para contagem das células em
camara de Neubauer. Em seguida, as células foram suspensas em meio RPMI-
1640, suplementado com 10% de SBF e 0,5% de penicilina/estreptomicina, na
concentracdo de 2x10° células/mL para serem plaqueadas em placas de 96 pocos.
Essas placas permaneceram em uma estufa com 5% de dioxido de carbono (CO2) a
33°C por 16 horas, para a adesdo dos macrofagos. Posteriormente, cada poco foi
lavado com PBS estéril para a retirada das células que nédo aderiram, e foi
adicionado meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SBF e 0,5% de
penicilina/estreptomicina, e na sequéncia, os compostos foram adicionados nos
primeiros pocos e em seguida realizadas diluigbes seriadas (obtendo as
concentracdes finais de 150; 75; 37,5; 18,75, 9,37; 4,68 uM). Para determinar o CCso
do composto mais ativo, foram testados também concentracdes de 1000; 500; 250;
e 125 pM. Em alguns pocos nédo houve adicdo de compostos (controle negativo),
permanecendo apenas 100 pL de meio RPMI-1640 suplementado. As placas foram
incubadas novamente em estufa com 5% de CO2 a 33°C por 72 horas. Apds esse
tempo, a viabilidade dos macrofagos peritoneais foi determinada pelo método do
MTT, sendo adicionado 10 pyL de MTT a 5 mg/mL em cada po¢o e as placas
incubadas na estufa sob as mesmas condi¢des anterior. Apds 2 horas de incubacéo,
a reacao foi interrompida pela adicdo de 100 pL de isopropanol/HCI (Isopropanol/HCI
a 0,7%), e a leitura feita no espectrofotdbmetro a 570 nm. A partir da densidade Gtica
foi calculada a porcentagem de macrofagos mortos em relagdo ao controle negativo
e com o auxilio do programa GraFit 5, por meio de uma regressao nao linear, foi
determinada a concentracao citotoxica que mata 50% das células (CCso). Os valores

de CCso foram estimados a partir de valores meédios de trés experimentos
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independentes, realizados em duplicata. A anfotericina B e miltefosina foram

utilizadas como farmacos de referéncia.

3.6 Avaliagcéo datoxicidade dos compostos em amastigotas intracelulares de

Leishmania sp

Para a avaliacdo da atividade antiamastigota dos compostos foram utilizados
macréfagos peritoneais de camundongos fémeas BALB/c, obtidos conforme descrito
na secao anterior. As células obtidas através do lavado peritoneal, foram
centrifugadas e contadas na camara de Neubauer. Para L. amazonensis (cepa
IFLA/Br/67/PH8), foram adicionadas, sobre laminulas de vidro (13 mm de diametro)
gue se encontravam em cada poco da placa de 24 pocgos, 300 puL de uma suspensao
contendo 2x10% macré6fagos/mL em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SBF e
0,5% de penicilina/estreptomicina. Ja para L. amazonensis GFP, foram adicionadas
a mesma quantidade da suspensao com macréfagos, no entanto, diretamente nos
pocos, sem laminulas, e o meio RPMI-1640 utilizado ndo continha fenol. As placas
foram incubadas em uma estufa com 5% de CO2za 33°C por 16 horas para a adeséo
dos macréfagos. Apos esse tempo, os pocos foram lavados com PBS estéril para a
retirada dos macrofagos que nao aderiram. Posteriormente, foram adicionados 300
UL de uma suspenséo de 20x108 (para L. amazonensis), ou 40x10° promastigotas/mL
(para L. amazonensis-GFP) em fase estacionaria de crescimento, em meio RPMI-
1640 (com ou sem fenol) suplementado. As placas foram incubadas novamente, nas
mesmas condi¢cbes descritas anteriormente. Apos 4 horas de interagdo entre
macréfagos e parasitos, cada poco foi lavado com PBS estéril para a retirada dos
promastigotas que nao foram fagocitados. Em cada poco foi adicionado 450 uL de
meio RPMI-1640 (com ou sem fenol) suplementado e 50 pL dos compostos em
diferentes concentracbes (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 uM), em duplicata, e as
placas foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a 33°C por 72 horas. Em alguns
pocos ndo houve adicdo de compostos, contendo apenas macrofagos infectados

(controle negativo).

Apoés o tempo de tratamento, para L. amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8), as
laminulas foram retiradas e fixadas com etanol absoluto (Dinamica, Diadema, SP,

Brasil), coradas com Giemsa (Doles, Goiania, GO, Brasil) e desidratadas em bateria
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de acetona (Neon, S&o Paulo, SP, Brasil)/xilol (Merck, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) em
diferentes proporcdes (primeiro acetona pura, e na sequéncia 90% acetona/10%
xilol, 50% acetona/50% xilol, 10% acetona/90% xilol, e xilol puro). Para a analise por
microscopia de luz (Olympus BX41), as laminulas foram montadas com balsamo do
Canada sobre laminas de vidro previamente identificadas. A atividade antiparasitaria
dos compostos foi avaliada a partir da contagem de amastigotas intracelulares
dentro dos macrofagos parasitados em relacdo ao controle negativo. Foram
contados um total de 200 macrdéfagos, infectados e néo infectados, e o nimero de
amastigotas que se encontravam nos macréfago parasitados. Os resultados foram
calculados como porcentagem de inibicdo da carga parasitaria global de amastigotas
em relacdo ao controle. Além disso, foi construido um grafico expressando o indice
de infeccdo do controle negativo e tratados com o composto DQ3. O indice de
infeccdo foi calculado a partir da equacéo (% macrofagos infectadas x nUmero médio
de amastigotas por macréfago infectado) (PALADI et al., 2012).

Para L. amazonensis-GFP, o meio da placa foi descartado e adicionado 100
UL de agua deionizada estéril em cada poco a fim de romper os macrofagos e liberar
0S amastigotas dessa cepa que séo fluorescentes. Foi realizado raspagem em cada
poco e a suspensdo contendo os amastigotas foi transferida para uma placa negra
de 96 pocos, de fundo transparente. Esse processo foi repetido, totalizando 200 pL
de suspensdo na placa, os quais foram quantificados através de um
espectrofluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) nos

comprimentos de onda de excitacdo/emissao de 485/528.

Os valores de Clso foram estimados a partir de valores médios de trés
experimentos independentes, calculados com o auxilio do programa GraFit 5, por
meio de uma regressao nao linear. A anfotericina B e miltefosina foram utilizadas

como farmacos de referéncia.
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3.7 Determinacéao do indice de seletividade (IS) e do indice de especificidade
(IE) do composto DQ3

O IS é analisado a fim de determinar a relacdo entre toxicidade dos
compostos para as formas amastigotas e células de mamiferos. Esse indice foi
calculado a partir da razdo entre o CCso em macrofagos peritoneais e o Clso em
formas amastigotas de Leishmania (NWAKA et al., 2009; BRINGMANN et al., 2013).

O IE é analisado com o objetivo de determinar a especificidade dos
compostos nas duas formas do parasito, promastigota e amastigota. Esse indice foi
calculado a partir da raz&o entre o Clso em promastigotas e o Clso em amastigotas de
Leishmania (MUYLDER et al., 2011).

3.8 Determinacao do mecanismo de morte em promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto DQ3

Para a determinacdo do mecanismo de morte em promastigotas de L.
amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8), foram analisados parametros como morfologia
e volume celular, potencial de membrana mitocondrial, producdo de ROS,
externalizacdo da fosfatidilserina, ciclo celular, integridade da membrana plasmatica
e formacdo de vacuolos autofagicos. Desta forma, para todos esses parametros
analisados, inicialmente as formas promastigotas, em fase logaritmica de
crescimento, com concentracdo de 1x107 promastigotas/mL, foram tratadas ou nédo
(controle negativo) com o composto DQ3, nas concentracbes de 43 e 86 uM,
permanecendo incubadas a 25°C por 24 horas. Essas concentragdes correspondem
ale 2 vezes o Clso em promastigotas de Leishmania dessa cepa apos 72 horas de
tratamento. Essas concentracdes e o tempo de tratamento foram escolhidos devido
ao fato de que o objetivo € identificar as alteragbes que ocorrem no inicio do
tratamento, e consequentemente leva a morte celular, além de otimizar o tempo de
experimento. Para isso, foi determinado o percentual de inibicdo de crescimento das
células tratadas em relagdo ao controle negativo, e a miltefosina (42 puM) que foi

utilizada como controle positivo.
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3.8.1 Avaliacdo da morfologia e do volume de promastigotas de L.
amazonensis tratados com o composto DQ3

Para avaliacdo de alteracbes morfoldgicas, utilizou-se o protocolo
padronizado em nosso laboratério, enquanto que para as alteracdes no volume dos
promastigotas, teve-se como base o trabalho desenvolvido por Ribeiro (2011). Apos
o tempo de tratamento, como descrito na sec¢éo 3.8, para a avaliacdo da morfologia,
aliquotas de 1 mL foram colocadas em microtubos e centrifugados a 2500 rpm, por
15 minutos. Em seguida as células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 20
minutos. Apés esse tempo, os promastigotas foram lavados com PBS, e apés a
altima lavagem, foram ressuspendidos em meio de cultura. Aliquotas de 15 pL, em
duplicata, foram transferidas para laminas de vidro, previamente identificadas. Apés
a secagem das amostras, elas foram coradas com Giemsa por 20 minutos. As
laminas foram analisadas em microscoépio (Olympus BX53, Shinjuku, Téquio, Japéo)

e fotografadas (camera Olympus DP73, Shinjuku, Toquio, Japao).

A avaliacdo das alteracbes no volume dos promastigotas foi realizada por
citometria de fluxo. Apés o tempo de tratamento, as formas promastigotas foram
lavadas, sendo inicialmente centrifugadas por 2500 rpm por 15 minutos, onde o
sobrenadante foi descartado, e o sedimento ressuspendido em 2 mL de PBS, e
centrifugado novamente sob as mesmas condi¢des (esse procedimento de lavagem
foi realizado nos demais ensaios de mecanismo de morte). Esse processo se
repetiu, e em seguida, a concentracdo celular foi ajustada para 3x10°
promastigotas/mL, e a leitura foi realizada em citdbmetro de fluxo FACSCanto I
(Becton Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com DIVA software (Joseph
Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, EUA). Foi analisado o parametro
FSC (Forward Scatter), pois este apresenta uma correlacdo com o volume celular, e
foi adquirido um total de 10.000 eventos. A miltefosina (42 pM) foi utilizada como

controle positivo.
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3.8.2 Avaliacéo do potencial de membrana mitocondrial (A¥Wm) de

promastigotas de L. amazonensis tratadas com o composto DQ3

Para a avaliacdo do AWm de promastigotas de L. amazonensis (cepa
IFLA/Br/67/PH8) tratadas com o composto DQ3, foi utilizado marcadores
fluorescentes distintos, o JC-1 (iodeto de 5,5,6,6 -tetraclorol,1",3,3 -
tetraetilbenzimidazolocarbocianina) (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA) e
rodamina 123 (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA). O protocolo do JC-1 foi
desenvolvido a partir do trabalho de Ribeiro et al. (2013) com pequenas
modificacdes. Apds o tempo de tratamento (secdo 3.8), os parasitos foram lavados,
como explicado no item 3.8.1, e a concentracdo celular ajustada para 5x10°
promastigotas em 1 mL de solugdao de Hank’s, sendo incubados, no escuro, com 10
pug/mL de JC-1 a 37°C por 20 minutos. ApGs esse periodo, as células foram lavadas
trés vezes com solugdo de Hank’s, e ressuspendidas em 1 mL da mesma solucao.
Em uma placa negra de 96 pocos, de fundo transparente, foram transferidos 200 uL
da solucdo contendo as células. Entdo foi realizada a leitura da placa em um
espectrofluorimetro, nos comprimentos de onda de excitacdo/emissdo de 485/600
nm, fluorescéncia vermelha, e 485/528 nm, fluorescéncia verde. O AWYm foi
determinado pela raz&o entre as fluorescéncias vermelha e verde. O FCCP (20 uM)
(Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA) foi usado como controle positivo.

O protocolo da rodamina 123 foi elaborado com base em Ribeiro et al. (2013)
com algumas modificacdes. Apés o tempo de tratamento (secdo 3.8), 0s
promastigotas foram lavados, como explicado no item 3.8.1, e a concentracao
celular ajustada para 3x10° promastigotas/mL em 300 pL de PBS. As células foram
incubadas, no escuro, com 0,5 ug/mL de rodamina 123, a temperatura ambiente por
20 minutos. A leitura foi feita em citometro de fluxo FACSCanto Il, sendo o FITC o
canal utilizado. Um total de 10.000 eventos foram adquiridos. O indice de Variacéo
(IV), que permite quantificar alteragdes na intensidade de fluorescéncia da rodamina
123, foi determinado através da equacdo (MT-MC)/MC, sendo MT a mediana de
fluorescéncia dos parasitos tratados, e o MC a mediana de fluorescéncia dos
parasitos do controle negativo. A miltefosina (42 pM) e FCCP (20 pM) foram

utilizados como controles positivos.
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3.8.3 Avaliacédo da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em

promastigotas de L. amazonensis tratados com o composto DQ3

A avaliacdo da produgcdo de ROS intracelular em L. amazonensis (cepa
IFLA/Br/67/PH8) foi realizada através do uso do 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
diacetato (H2DCFDA) (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA). Essa
substancia nao apresenta fluorescéncia, no entanto, quando oxidada pela presenca
de ROS, se converte em um composto muito fluorescente, a diclorofluoresceina
(SARDAR et al., 2013). O protocolo foi elaborado de acordo com Chandrasekaran et
al. (2013), sendo necessarias algumas modificacdes. Apds o tempo de tratamento
(secéo 3.8), os promastigotas foram lavados (item 3.8.1). Em uma placa negra de 96
pocos, de fundo transparente, a concentragdo celular foi ajustada para 2x107 células
em 200 uL de PBS. Adicionou-se 4 uL de uma soluc¢ao contendo H.DCFDA a 1 mM
e as células foram incubadas, no escuro, a temperatura ambiente, por 30 minutos. A
intensidade de fluorescéncia foi medida através de um espectrofluorimetro, em
comprimentos de onda de excitacdo/emissdo de 485/528 nm. A miltefosina (42 uM)

foi utilizada como controle positivo.

3.8.4 Avaliagdo da externalizag&o de fosfatidilserina em promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto DQ3

A avaliagdo da externalizacdo de fosfatidilserina na porgdo externa da
membrana plasmatica, em promastigotas de L. amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8),
foi realizada através da marcacdo com anexina V (Invitrogen, Molecular Probes,
Eugene, Oregon, EUA) e PI. O protocolo utilizado tomou como base o estudo de
Marinho et al. (2014), sendo realizadas algumas modificacdes. Apos o tempo de
tratamento (secdo 3.8), os promastigotas foram lavados, como explicado no item
3.8.1. Posteriormente, a concentracdo celular foi ajustada para 5x10° promastigotas
em 100 pL de tampé&o de ligacdo (constituido de 10 mM de Hepes (Vetec, RJ,
Brasil), 150 mM de NaCl, 5 mM de KCIl, 1 mM de MgClz e 1,8 mM de CaClz2). As
células foram incubadas, no escuro, com 2,5 pL de anexina V por 15 minutos,

temperatura ambiente. ApOs esse tempo, as células foram novamente incubadas,
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mas agora com 1 pg/mL de Pl em tampé&o de ligacdo, por 15 minutos, no escuro. A
leitura foi realizada através do citbmetro de fluxo FACSCanto Il, utilizando os canais
FITC (para o marcador anexina V-FITC) e PE (para o marcador PI). Foi adquirido um

total de 10.000 eventos. A miltefosina (42 uM) foi utilizada como controle positivo.

3.8.5 Avaliacéao do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis tratados

com o composto DQ3

A avaliacdo do ciclo celular, de promastigotas de L. amazonensis (cepa
IFLA/Br/67/PH8), foi realizado através da permeabilizacdo da membrana
plasmaticas das células, marcacdo com Pl e determinacdo da intensidade de
fluorescéncia por citometria de fluxo. O protocolo utilizado foi elaborado de acordo
com Ribeiro (2011), com algumas modificacdes. Apds o tempo de tratamento (secdo
3.8), as células foram lavadas, como explicado no item 3.8.1. Em seguida, foram
ressuspendidas em 1 mL de etanol 70%, e mantidas por 1 hora a -20°C. Os
promastigotas foram centrifugados a 2500 rpm por 15 minutos. O sobrenandante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em 280 pL de solucdo de ribonuclease
(Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA) a 200 pug/mL, sendo incubado, no escuro,
por 1 hora a 37°C. A concentracdo celular foi ajustada para 3x10° promastigotas/ mL
em 400 uL, e as células foram incubadas com 7 pg/mL de PI, no escuro, a
temperatura ambiente, por 20 minutos. Posteriormente, a leitura foi feita em
citometro de fluxo FACSCanto Il, utilizando o canal PE, e foi adquirido um total de

10.000 eventos. A miltefosina (42 uM) foi utilizada como controle positivo.

3.8.6 Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto DQ3

A avaliagdo da integridade da membrana dos promastigotas de L.
amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8) foi feita pela marcacdo com lodeto de Propidio
(PI) (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA). A leitura foi realizada por duas

técnicas diferentes, citometria de fluxo e fluorimetria. Os protocolos foram
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executados de acordo com Tiuman et al. (2014) com algumas modificacées. Apos o
tempo de tratamento (secdo 3.8), os promastigotas foram lavados, como explicado
no item 3.8.1. Como controle positivo, as duas técnicas utilizaram promastigotas

aguecidas em banho-maria, a 65 °C por 10 minutos.

Para a leitura realizada pela técnica de fluorimetria, ap6s a lavagem, a
concentragdo celular foi ajustada para 1x107 promastigotas em 200 pL de PBS. As
células foram incubadas, no escuro, com 1 pg/mL de Pl a temperatura ambiente por
15 minutos. A intensidade de fluorescéncia foi determinada através de um
espectrofluorimetro, com comprimento de onda de excitacdo/emissdo de 540/600

nm.

Na leitura feita pela técnica de citometria de fluxo, foi necessario ajustar a
concentracdo celular, apés a lavagem, para 5x10° promastigotas em 400 uL de PBS.
As células foram incubadas com 1 pg/mL de PI, no escuro, por 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, a leitura foi feita em citbmetro de fluxo

FACSCanto I, utilizando o canal PE, e foi adquirido um total de 10.000 eventos.

3.8.7 Andlise quanto a formacao de vacuolos autofagicos em promastigotas de

L. amazonensis tratados com o composto DQ3

A avaliacdo da formacdo de vacuolos autofagicos, em promastigotas de L.
amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8), foi feita a partir da marcacdo com
monodansilcadaverina (MDC) (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO, USA), uma
substancia auto fluorescente. O protocolo foi elaborado de acordo com Adade et al.
(2013), com algumas modificacdes. Apos o tempo de tratamento (secdo 3.8), as
células foram lavadas, como explicado no item 3.8.1. A concentracdo de
promatigotas foi ajustada, apds a lavagem, para 1x107 células em 1 mL de PBS. As
células foram incubadas, no escuro, com 100 uM de MDC por 1 hora a temperatura
ambiente. ApGs o tempo de incubacdo, as células foram novamente lavadas, duas
vezes, com PBS, e depois da ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspendido em 1 mL de PBS, e a concentracéo foi ajustada para 5x10°

promastigotas em 400 puL. Posteriormente, foi realizado a leitura em citdmetro de
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fluxo FACSCanto I, utilizando o canal AmCyan-A, e um total de 10.000 eventos.
Para controle positivo, promastigotas foram incubados por 24 horas em condi¢des

de privacdo de aminoacidos, isto €, foram incubados em PBS.

3.9 Avaliacdo da producdo de ROS em macrofagos néo infectados e infectados

por amastigotas de L. amazonensis, e tratados com o composto DQ3

Para a avaliacdo da producdo de ROS em macrofagos néo infectados e
infectados por amastigotas de L. amazonensis, teve-se como base o0 estudo
desenvolvido por Fonseca-Silva et al. (2013). Os macrofagos peritoneais foram
obtidos de camundongos BALB/c, como descrito na secéo 3.5. Posteriormente, em
uma placa de 96 pocos, foram adicionados, em cada poco, 100 pL de uma
suspensdo contendo 1x10® macréfagos/mL em meio RPMI-1640 suplementado com
10% SBF e 0,5% de penicilina/estreptomicina. A placa permaneceu incubada em
uma estufa com 5% de COz a 33 °C por 16 horas para adesdo dos macrofagos.
Apos esse tempo, os pocos foram lavados com PBS estéril para a retirada dos
macréfagos que ndo aderiram. Posteriormente, foram adicionados 100 puL de uma
suspensdo de 1x107 promastigotas/mL (proporcdo de 10 Leishmanias para 1
macréfago) de L. amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8), em fase estacionaria de
crescimento, em meio RPMI-1640 suplementado. As placas foram incubadas
novamente, nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente. Apds 4 horas de
interacdo entre macréfagos e parasitos, cada poco foi lavado com PBS estéril para a
retirada dos promastigotas que ndo foram fagocitados. Em seguida, cada poco foi
plagueado novamente com 100 pL de meio RPMI-1640 suplementado, e 0 composto
DQ3 foi adicionado nas concentracfes de 5,62 e 11,24 uM (concentracdes que
correspondem a 1 e 2 vezes o Clso em amastigotas dessa cepa apés 72 horas de
tratamento). A miltefosina (concentracéo de 4,15 pM, Clso em amastigotas apos 72
horas de tratamento) foi utilizada como controle positivo e em alguns pog¢os nao
houve adicdo de compostos, contendo apenas macrofagos infectados. A placa
permaneceu incubada em uma estufa com 5% de CO2 a 33 °C por 24 horas.

Com o objetivo de também avaliar a producdo de ROS em macréfagos nao

infectados, alguns pocos permaneceram apenas com 0Ss macréfagos, ndo sendo
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realizado a infeccdo com promastigotas de Leishmania. Assim sendo, esses po¢os
foram plagueados com 100 pL de meio RPMI-1640 suplementado, e 0s compostos
DQ3 (concentracdes de 5,62 e 11,24 uM) e miltefosina (4,15 uM) foram adicionados.
Em alguns pocos ndo houve adicdo de compostos, contendo apenas macréfagos
nao infectados e a placa também foi mantida em estufa com 5% de CO2 a 33 °C por
24 horas.

Apés o0 tempo de tratamento, a placa foi lavada com PBS e foram
adicionados, em cada poco, 200 pL de PBS e 4 pL de uma solucdo contendo
H2DCFDA a 1 mM. As células foram incubadas em estufa com 5% de CO2 a 33 °C
por 60 minutos, no escuro. A intensidade de fluorescéncia foi medida através de um
espectrofluorimetro, em comprimentos de onda de excitacdo/emissdo de 485/528

nm.

3.10 Avaliacao ultraestrutural de promastigotas e amastigotas intracelulares de

L. amazonensis tratados com o composto DQ3

A avaliagcdo ultraestrutural foi realizada em formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8). Para
promastigotas, 1x107 células/mL foram tratadas ou ndo com o composto DQ3 na
concentracdo de 86 uM por 24 horas. Ja em formas amastigotas, inicialmente os
macroéfagos (concentracdo de 5x10° células/mL) foram colocados em garrafas com
filtro por 16 horas para que ocorresse a adesdo dos mesmos. Posteriormente, as
garrafas foram lavadas, e foi realizada a infeccdo com promastigotas de L.
amazonensis, em fase estacionaria de crescimento, na proporcdo de 10
Leishmanias para 1 macréfago. Entdo as células foram tratadas com o composto

DQ3 na concentragéao de 5,62 uM.

Apoés o tempo de tratamento, os parasitos foram fixados com paraformaldeido
4% e glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M por 1 hora e apos a
fixagcdo, as células foram lavadas com tampdo de cacodilato de sodio.
Posteriormente, as células foram pdés-fixadas em tetréxido de 6smio 1%, ferrocianeto

de potassio a 0,8% e 5 mM de cloreto de calcio. Apés desidratacdo em acetona, as
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células foram embebidas em resina Epon. Os cortes ultra-finos foram corados com
acetato de uranila 5% e citrato de chumbo e as amostras foram examinadas em
microscopio eletrénico de transmissdo (JEOL 1400 PLUS TEM). Essa técnica foi
realizada em parceria com o Professor Renato DaMatta, na Universidade Estadual

do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

3.11 Analise estatistica

Para a determinagcéo do Clso, em promastigotas e amastigotas, e CCso dos
compostos em estudo, foi utilizado o programa GraFit 5 versdo 5.0 (Erithacus
Software Ltda., Horley, U.K), onde foram determinados graficamente a partir de uma

curva de regressao néo linear, com intervalo de confianca de 95%.

Os graficos expressando as possiveis alteracfes provocadas pelo composto
DQ3 em promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis (cepa
IFLA/Br/67/PH8), foram construidos e analisados, estatisticamente, por meio da
analise de variancia (One-wayAnova), utilizando o programa GraphPad Prism verséo
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Para comparacdo entre 0S grupos,
as diferencas estatisticamente significantes foram analisadas pelo pds-teste de
Dunnett. Apenas a analise estatistica do grafico de avaliacao do ciclo celular, foi feita
por meio da andlise de variancia Two-way Anova, e as diferencas estatisticamente
significantes analisadas pelo pés-teste de Bonferroni.

3.12 Consideracdes éticas

Os camundongos da linhagem BALB/c foram obtidos do Centro de Biologia da
Reproducao (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Todos os
protocolos envolvendo esses animais foram aprovados pela Comité de Etica em
experimentacdo Animal (CEEA) da UFJF (Protocolos n° 012/2015 e 013/2015).
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4 RESULTADOS

Os resultados abaixo apresentados fazem parte do manuscrito intitulado “In
vitro activity and death mechanism of quinoline derivatives in Leishmania spp.”,
submetido para publicacéo (apéndice A).

4.1 Avaliacéo da toxicidade dos compostos em promastigotas, e amastigotas

intracelulares de Leishmania sp e em macrofagos

Para avaliacdo da toxicidade em promastigotas e macrofagos foi utilizado o
método colorimétrico MTT. Os compostos foram testados em formas promastigotas
de L. amazonensis e L. braziliensis. Observando a Tabela 2, verifica-se que o
composto DQ1, nas duas espécies avaliadas, e o composto DQ2, na espécie L.
braziliensis, ndo foram ativos até a maior concentracdo testada (100,00 uM). O
composto DQ2, mostrou atividade apenas na espécie L. amazonensis, com Clso de
71,32 uM. J& o composto DQ3, foi o Unico composto, dentre os testados, que
apresentou atividade em ambas espécies de Leishmania avaliadas, exibindo Clso de
43,25 e 39,19 uM em L. amazonensis e L. braziliensis, respectivamente.

Os compostos testados DQ1 e DQ2 ndo apresentaram toxicidade aos
macrofagos peritoneais até a maxima concentracao testada dos compostos (150,00
uM). Para o composto DQ3, concentra¢cdes maiores (1000; 500; 250 uM), além das
testadas para os demais compostos, foram avaliadas para a obtencdo do CCso, €
este foi de 226,79 pM. Os farmacos de referéncia, anfotericina B e miltefosina,
utilizados para o tratamento de leishmanioses, se mostraram mais toxicos que 0s
compostos testados, apresentando CCsp de 85,81 e 131,99 uM, respectivamente. Ao
verificar que os compostos nao foram téxicos para as células hospedeiras, buscou-

se avaliar sua atividade em amastigotas intracelulares de L. amazonensis.

Inicialmente, amastigotas de L. amazonensis-GFP foram usados para avaliar
a atividade antiamastigota de todos os compostos, e como mostrado na Tabela 2,
pode-se verificar que apenas o composto DQ3 foi ativo, com um Clso de 5,48 uM. Os
outros compostos, DQ1 e DQ2, ndo apresentaram atividade até a maxima
concentracéo testada dos compostos (100,00 puM). Desta forma, o composto DQ3 foi

escolhido para dar continuidade aos experimentos deste trabalho, e entdo foi
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realizado teste antiamastigota com L. amazonensis ("selvagem”, ndo transfectado),

obtendo um Clso de 5,62 puM, resultado que se encontra na Tabela 2. Além disso,

também foi calculado o indice de infeccédo apds o tratamento com o composto DQ3.

Na Figura 9, pode-se observar

que 0 composto

induziu uma reducdo,

estatisticamente significativa, até a concentracdo de 6,25 uM no indice de infec¢céo

guando comparado ao controle negativo, e essa reducdo foi de modo dose
dependente. As reducbes foram de 92,97%; 86,4%; 70,22%; 57,50%; 57,20%; e
30,45% nas concentracdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25; e 3,125 uM, respectivamente.

Tabela 2: Efeito dos compostos derivados de 4-amino-7-cloroquinolina em macrofagos

peritoneais, promastigotas e amastigotas intracelulares de Leishmania sp.

Composto Estrutura quimica *Clso (M)

Promastigota

“*CCso (M)

*Clso (M)

Amastigota

L. amazonensis L. braziliensis Macrofagos L. amazonensis L. amazonensis
peritoneais GFP (selvagem)
"“r-r =
Hrf:'“‘v" P >100,00 >100,00 >150,00 >100,0 .
DQ1 T
Cl,f[mw.e;‘]:.hlld:l
F
P 71,32 (#5,21) >100,00 >150,00 >100,0

PN
o ()
|

||N—*“~~,,~'“_‘”vf’?f 43,25 (+2,68)

- .-f'l?-‘q-n Cl
DQ3 - -
cl "ﬁ\'ﬁj‘w '”J

39,19 (+1,08)

226,79 (+0,09)

5,48(0,31) 5,62 (+1,74)

0,40 (+ 0,06)

85,81 (+30,49)

0,18 (+0,19)

o 0,10 (x0,02)
Anfotericina .
B
21,39 (+1,18)
Miltefosina

28,07 (£0,47)

131,99 (+3,95)

4,05 (+1,79) 4,15 (+4,43)

“Clso e **CCso de cada composto corresponde a média de 3 experimentos + erro padrdo. Calculado

pelo programa Grafits.
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Figura 9: Efeito do composto DQ3 sobre amastigotas de L. amazonensis ap6s 72 horas de
tratamento. O indice de infeccdo foi calculado pela equacdo (% macréfagos infectadas x ndmero
médio de amastigotas por macréfago infectado). As andlises estatisticas foram obtidas no GraphPad
Prism 5.0. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes. Asteriscos (*) indicam
diferencas significativas em comparac¢do com o controle negativo: (***) P > 0,001; (**) P > 0,01; (*) P >
0,05.

4.2 indice de seletividade (IS) e especificidade (IE) do composto DQ3

A fim de avaliar a seletividade e especificidade do composto DQ3, foram

determinados os IS e IE, conforme descrito na secgéo 3.7.

O IS determina se o composto foi mais seletivo, isto €, apresentou maior
toxicidade para as formas amastigotas de Leishmania ou para a célula hospedeira.
Quando os valores de IS sdo maiores que vinte, indicam que o composto foi mais
seletivo para o parasito, no entanto, quando menor gue vinte, a seletividade foi maior
para os macrofagos (NWAKA et al.,, 2009; BRINGMANN et al., 2013). De acordo
com a Tabela 3, pode-se verificar que, para a forma amastigota, o IS foi superior a
vinte, demonstrando entdo, que o composto DQ3 apresentou maior seletividade para

0 parasito.

O IE foi calculado para a atividade do composto DQ3 em L. amazonensis

(selvagem), determinando entdo, em qual forma evolutiva do parasito, promastigota
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ou amastigota, o composto foi mais ativo. Em um estudo desenvolvido por Muylder
et al. (2011), foi proposto uma classificacdo para o IE, onde valores superiores a 2,0
sugerem gue 0 composto apresentou maior atividade em amastigotas intracelulares;
valores inferiores a 0,4 indicam maior atividade em promastigotas; e valores entre
0,4 e 2,0 sugerem atividade em ambos estagios evolutivos. De acordo com a Tabela
3, observa-se que o IE determinado foi de 7,70, podendo concluir entdo, que o
composto DQ3 foi mais especifico para as formas amastigotas intracelulares do que
para as formas promastigotas dessa espécie de Leishmania. Pode-se observar
também na Tabela 3, os IS e IE da miltefosina e anfotericina B, farmacos utilizados

em tratamento de leishmanioses.

Tabela 3: IS e IE do composto DQ3 em L. amazonensis.

DQ3 Miltefosina Anfotericina B
L. amazonensis IS (amastigota) 40,35 31,80 476,72
(selvagem) IE 7,70 5,15 0,56

4.3 Determinagcdo do mecanismo de morte em promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto DQ3

Os experimentos realizados para determinacdo do mecanismo de morte
envolvido apés o tratamento com o composto DQ3 foram realizados em
promastigotas de L. amazonensis. Os promastigotas, por serem extracelulares, sao
de facil cultivo e uma alternativa de baixo custo para triagem de novos compostos
com possivel atividade antileishmanial. Além disso, com essas formas € possivel
observar o efeito do composto diretamente no parasito, sem interferéncia da célula
hospedeira como no caso de amastigotas intracelulares, sendo assim observado o
efeito no complexo macrofago-Leishmania. Optou-se por um tempo menor de
tratamento de 24 horas, e as concentracdes testadas do composto foram de 43 e 86
MM, que correspondem a 1 e 2 vezes o Clsp em promastigotas de L. amazonensis

apos o tratamento por 72 horas. Inicialmente, os parasitos foram tratados nas
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concentragdes e tempo acima citados. Como pode ser verificado na Figura 10, apos
o tratamento dos promastigotas com o composto DQ3 nas concentracdes de 43 e 86
UM, houve uma inibicdo de crescimento de 31,50% e 44,69%, respectivamente. A
miltefosina foi utilizada como controle positivo, e apds 24 horas, houve uma inibicéo
de 71,65%.
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Figura 10: Percentual de inibicdo de crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis
ap6s 24 horas de tratamento com o composto DQ3. As andlises estatisticas foram obtidas no
GraphPad Prism 5.0. Os dados foram obtidos a partir de 8 experimentos independentes. Asteriscos
(*) indicam diferencas significativas em comparagéo com o controle negativo: (***) P > 0,001.

4.3.1 Avaliagcédo da morfologia e do volume de promastigotas de L.
amazonensis tratados com o composto DQ3

Avaliou-se o aspecto morfolégico e o volume dos promastigotas de L.
amazonensis tratados com o composto DQ3, nas concentracdes de 43 e 86 uM por
24 horas. Na Figura 11, pode-se notar que, apO0s o tratamento, as formas
promastigotas assumiram o formato do corpo arredondado em ambas
concentracdes testadas do composto DQ3 (Figura 11B e C), sendo esta a principal
alteracdo morfolégica quando comparado ao controle negativo (Figura 11A). Além
disso, € possivel observar uma reducdo do volume celular, também nas duas

concentragcbes do composto.
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Figura 11: Fotomicrografia ilustrativa do efeito do tratamento com o composto DQ3 (43 e 86
HM), apés 24 horas, em promastigotas de L. amazonensis. (A) Controle (B) DQ3 43 uM (C) DQ3
86 uM. Promastigotas com o corpo arredondado (setas). Aumento de 1000x. Escala da barra = 10

pm.
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A fim de confirmar a ocorréncia da reducdo do volume celular citada
anteriormente, foi realizada a avaliacdo do parametro FSC, através de citometria de
fluxo, uma vez que este possui correlacdo com o volume celular. Os resultados
estdo expressos na Figura 12 e, como pode ser verificado, os tratamentos com o
composto DQ3, em ambas concentragdes, induziram reducdo do volume dos
promastigotas de L. amazonensis quando comparado ao controle negativo. Ao
analisar a populacao de células marcadas no primeiro pico dos histogramas, nota-se
que o percentual de células do controle negativo foi de 11%, e apds o tratamento
com o composto DQ3, 43 e 86 uM, houve um aumento dessa populacéo, para 20,12
% e 23,84%, respectivamente. A miltefosina foi utilizada como controle positivo, e

provocou um aumento para 47,60 %.

Controle Negativo Miltefosina 42 pM . DQ3 43 pyM DQ3 86 pM

mi{ 1% 2012 %

H

2384 %

% promastigotas

FSC

Figura 12: Volume dos promastigotas de L. amazonensis ap6s o tratamento com o composto
DQ3 (43 e 86 pM) 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 relagdo com o
volume da célula. Andlises foram obtidas no FCS Express V3. As analises estatisticas foram obtidas
no GraphPad Prism 5.0. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.
Asteriscos (*) indicam diferengas significativas em compara¢do com o controle negativo: (**) P > 0,01;
(*) P>0,05.

4.3.2 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) de
promastigotas de L. amazonensis tratadas com o composto DQ3

O JC-1 é um corante catibnico lipofilico que penetra na mitocéndria, e de
acordo com o AWm interno, pode emitir fluorescéncia vermelha, que é quando, em
células saudaveis, o corante se concentra na matriz mitocondrial e se apresenta na

forma de J-agregado, ou fluorescéncia verde que, em células com baixo a médio
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AWm, o corante fica disperso pelo citoplasma, se encontrando na forma de
mondmero (COSSARIZZA et al., 1993; CHAZOTTE, 2011). O AWm foi determinado
pela razéo entre as fluorescéncias vermelha e verde. Como pode ser observado na
Figura 13, o tratamento dos parasitos com o composto DQ3 na concentracdo de 43
MM induziu uma reducdo de 6,55% no AWm, ndo apresentando diferenca
estatisticamente quando comparado ao grupo controle. No entanto, apdés o
tratamento com o composto na concentracdo de 86 pM, observou-se uma reducgdo
estatisticamente significativa no AWm, de 25,57%, quando comparado ao controle
negativo. O FCCP (20 uM) e a miltefosina (42 uM) foram utilizados como controle
positivo, e induziram uma reducao de 41,11% e 52,23%, respectivamente. Estes
resultados sugerem que o tratamento com o composto DQ3 na concentracdo de 86
UM em formas promastigotas de L. amazonensis induz uma despolarizagao do AWm,
e o0s percentuais do AWm estdo representados na Figura 13. O AWm dos

promastigotas néo tratados, ou seja, do grupo controle negativo, considera-se 100%.
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Figura 13: Alterac6es do AWm de formas promastigotas de L. amazonensis apds o tratamento
com o composto DQ3 (43 e 86 puM) por 24 horas e avaliadas pela marcagio com JC-1. Os
resultados sé@o apresentados como média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram obtidas no
GraphPad Prism 5.0. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes. Asteriscos
(*) indicam diferencas significativas em comparag&o com o controle negativo: (***) P > 0,001.
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7z

A Rodamina 123 é um corante fluorescente catidnico que se difunde
passivamente através da membrana plasmatica e se liga & membrana mitocondrial
de células viaveis, isto €, que conservaram seu AWYm normal. Quando ocorre uma
reducdo na fluorescéncia, significa que ndo houve deposicdo do corante, e iSSO
aconteceu devido a perda no AWm (CHEN et al., 1982; CHAZOTTE, 2011). Ao
observar a Figura 14, nota-se uma pequena reducdo da fluorescéncia,
principalmente nos tratamentos com o composto DQ3 86 uM, Miltefosina e o FCCP.
Esse deslocamento para a esquerda € indicativo de diminuicdo do AWm. O IV para
cada tratado foi calculado (Tabela 4) e este permite quantificar as alteracbes na
intensidade de fluorescéncia apdés a marcacdo com a rodamina 123, sendo que
valores negativos indicam despolarizacdo do AWYm (RIBEIRO et al., 2013). Assim,
verifica-se reducao de 73,0% (Miltefosina 42 uM) e 42,7% (FCCP 20 puM) para os
controles positivos, e 4,3% e 28,0%, para os tratamentos com o composto DQ3 43

MM e 86 uM, respectivamente.
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Figura 14: Alteragdoes do AWm de formas promastigotas de L. amazonensis ap6s o tratamento
com o composto DQ3 (43 e 86 uM) por 24 horas e avaliadas pela marcagao com rodamina 123.
Resultado expresso por um histograma representativo da intensidade de fluorescéncia para rodamina
123. Analises foram obtidas no FCS Express V3.
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Tabela 4: Célculo do indice de variacao (IV) de formas promastigotas de L. amazonensis ap6s
0 tratamento com o composto DQ3 (43 e 86 uM) por 24 horas e avaliadas pela marcagdo com
rodamina 123.

Composto indice de variag&o (V)
Controle Negativo 0
FCCP 20 pM -0,427 *+
Miltefosina 42 pM - 0,730 ***
DQ3 43 uM -0,043
DQ3 86 pM - 0,280

O célculo do indice de variagao (IV), foi obtido pela equacdo (MT-MC)/MC, onde MT é a mediana de
fluorescéncia dos parasitos tratados e MC € a mediana de parasitos ndo tratados (controle). Anélises
foram obtidas no FCS Express V3. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.
Asteriscos (*) indicam diferencas significativas em comparagcdo com o controle negativo: (***) P >
0,001.

4.3.3 Avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em

promastigotas de L. amazonensis tratados com o composto DQ3

A mitocondria € considerada como uma das principais organelas produtoras
de ROS em Leishmania sp e o desequilibrio entre essas moléculas e a capacidade
de defesa antioxidante do organismo é conhecido como estresse oxidativo. Desta
forma, buscou-se avaliar, por meio da marcacdo com H2DCFDA, se os tratamentos
provocariam um estresse oxidativo, elevando a producdo de ROS. Os resultados
estdo expressos na Figura 15. ApGs o tratamento das formas promastigotas com o
composto DQ3, concentracbes de 43 uM e 86 uM, nota-se que apenas a
concentracdo de 86 UM ocasionou um aumento (61,67%) na producdo de ROS
gquando comparado ao controle negativo. A miltefosina foi utilizada como controle

positivo, provocando um aumento de 67,55% na producdo de ROS.
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Figura 15: Produc&do de ROS em promastigotas de L. amazonensis apés o tratamento com o
composto DQ3 (43 e 86 pM) por 24 horas, e marcados com H;DCFDA. Os resultados sao
apresentados como média + desvio padrdo. Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism
versdo 5.0. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes. Asteriscos (*) indicam
diferencas significativas em comparacdo com o controle negativo: (***) P > 0,001.

4.3.4 Avaliacao da externalizacédo de fosfatidilserina em promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto DQ3

Essa avaliagdo foi realizada por meio da marcagcdo com anexina V, uma
sonda fluorescente capaz de se ligar a fosfatidilserina apos o translocamento deste
fosfolipidio para o folheto externo da membrana celular. Normalmente,
fosfatidilserina € encontrada no folheto interno da membrana plasmatica e €
translocada em células em processo de apoptose. Para assegurar que esse
marcador ndo estava se ligando a fosfatidilserina presente na porcéo interna da
membrana plasmatica dos parasitos, foi também realizada uma marcagdo com PlI,
consequentemente garantindo que a membrana plasmatica das células se manteve
integra. Na figura 16, observa-se que dentre os tratamentos com o composto DQ3,
apenas ocorreu aumento significativo da exposicdo da fosfatidilserina, em formas
promastigotas de L. amazonensis, com 0 composto na concentracdo de 86 uM. A
Miltefosina (42 M) foi utilizada como controle positivo, aumentando

expressivamente a exposicao da fosfatidilserina.
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Figura 16: Externalizacdo de fosfatidilserina em promastigotas de L. amazonensis ap0s o
tratamento com o composto DQ3 (43 e 86 pM) por 24 horas, e duplamente marcado com
Anexina V e Pl. Andlises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0. Os dot plots sédo
representativos de 3 experimentos independentes. Asteriscos (*) indicam diferencas significativas em
comparacao com o controle negativo: (***) P > 0,001; (**) P > 0,01; (*) P > 0,05.

4.3.5 Avaliacao do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis tratados
com o composto DQ3

O ciclo celular dos parasitos tratados foi avaliado analisando variacées no
conteudo de DNA. O marcador utilizado foi o PIl, e como ja citado na secdo 4.3.4
este se liga ao DNA celular, permitindo entdo sua quantificacdo. As células com
fragmentacdo do DNA apresentam-se com intensidade de fluorescéncia menor do
gue as células que se encontram na fase G1, e por isso sdo visualizadas em um
regido denominada sub GO/G1 (HENRY; HOLLVILLE; MARTIN, 2013). Na Figura 17,
observa-se que, na fase sub G0/G1, ocorreu um aumento significativo no percentual
de células apos o tratamento com o composto DQ3 86 uM (31,82%) e miltefosina
(51,70%), quando comparado ao controle negativo (21,45%). Esse aumento foi
acompanhado por uma reducdo na porcentagem de células encontradas na fase
G2/M, sendo que no grupo controle, aproximadamente 26,89% dos promastigotas se
encontravam nessa fase, e ap0s o tratamento com o composto DQ3 86 uM, apenas
17,60% das células estavam nessa mesma fase. Além disso, nota-se também uma
reducdo na populagdo de G1 apds o tratamento com miltefosina (23,32%) quando

comparado ao controle negativo (41,84%).
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Figura 17: Avaliacdo do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis ap6s o tratamento
com o composto DQ3 (43 e 86 puM) por 24 horas e marcagao com Pl. Porcentagem de células
presentes em cada fase do ciclo celular. Os resultados sdo apresentados como média + desvio
padrdo. Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism versdo 5.0. Os dados foram obtidos a
partir de 3 experimentos independentes. Asteriscos (*) indicam diferencas significativas em
comparac¢do com o controle negativo: (***) P > 0,001; (**) P > 0,01.

4.3.6 Avaliacao da integridade da membrana plasmatica de promastigotas de L.

amazonensis tratados com o composto DQ3

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica das formas promastigotas
de L. amazonensis, foi utilizado o marcador iodeto de propidio (PI). Esse corante
fluorescente é incapaz de atravessar a membrana plasmatica integra, porém,
guando ocorre alguma ruptura na mesma, permite-se a entrada do marcador e sua
ligacdo ao DNA celular (SCARIOT et al., 2017). Apds a marcacao com PI, procedeu
a analise por fluorimetria (Figura 18A) e citometria de fluxo (Figura 18B). Em ambas
figuras, pode-se verificar que nao ocorreu diferenga nas intensidades de
fluorescéncia do Pl entre o grupo controle negativo e dos tratamentos com o
composto DQ3 nas concentracdes de 43 e 86 pM. Como controle positivo, foram
usados promastigotas aquecidos a 65°C por 10 minutos, a fim de que ocorresse
ruptura na membrana plasmatica, e consequentemente, um aumento da

fluorescéncia.
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Figura 18: Avaliacdo da integridade da membrana plasmética de promastigotas de L.
amazonensis apés o tratamento com o composto DQ3 (43 e 86 uM) por 24 horas, através da
marcac¢do com PI. (A) Andlise realizada por fluorimetria. (B) Andlise realizada por citometria de fluxo.
Os resultados séo apresentados como média + desvio padrdo. Analises estatisticas foram obtidas no
GraphPad Prism versdo 5.0. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.
Asteriscos (*) indicam diferencas significativas em comparagcdo com o controle negativo: (***) P >
0,001; (*) P > 0,05.

4.3.7 Analise quanto a formacéo de vacuolos autofagicos em promastigotas de
L. amazonensis tratados com o composto DQ3

Para avaliar possiveis alteracdes quanto a formacéo de vacuolos autofagicos
foi utiizado o monodansilcadaverina (MDC), que é um composto fluorescente
utilizado para marcar vacuolos autofagicos dentro das células (YIN; YE; TAN, 2010).
Pode-se notar pela Figura 19, que promastigotas tratados com o composto DQ3 43
UM e 86 uM, reduzem 56,23% e 22,73%, respectivamente, o percentual de células
positivas para MDC quando comparado ao controle negativo. JA as células do
controle positivo, isto é, promastigotas que foram incubados por 24 horas em
condicdes de privagdo de aminoécidos (incubados em PBS), observou-se um
aumento de 60% de células positivas para MDC quando comparado ao controle

negativo.
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Figura 19: Avaliacdo da ocorréncia de autofagia em promastigotas de L. amazonensis apés o
tratamento com o composto DQ3 (43 e 86 uM) por 24 horas e marcacdo com MDC. Os
resultados sdo apresentados como média = desvio padrdo. Andlises estatisticas foram obtidas no
GraphPad Prism versdo 5.0. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes.
Asteriscos (*) indicam diferengas significativas em comparagdo com o controle negativo: (***) P >
0,001; (*) P > 0,05.

4.4 Avaliacéo da producao de ROS em macroéfagos néo infectados e infectados

com amastigotas de L. amazonensis, e tratados com o composto DQ3

Apbs o tratamento com o composto DQ3 em formas promastigotas, verificou-
se que uma das principais alteracdes observadas foi 0 aumento da producdo de
ROS. Desta forma, buscou avaliar se em macrofagos infectados com L.
amazonensis e tratados com este composto, também ocorreria aumento dessas
especies reativas. Além disso, também foi realizado a dosagem de ROS em
macrofagos néo infectados. Assim, os macréfagos, infectados e nao infectados,
foram tratados com o composto DQ3 nas concentragbes de 5,62 e 11,24 uM
(concentragdes correspondentes a 1 e 2 vezes o Clso em amastigotas de L.
amazonensis) por 24 horas. A miltefosina (4,15 uM, Clso em amastigotas de L.

amazonensis) foi utilizada como controle positivo.

Pode-se observar na Figura 20, que apos o tratamento com o composto DQ3,

houve um aumento significativo na producdo de ROS em macrofagos infectados e
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tratados com o composto nas concentracdes de 5,62 uM (57%) e 11,24 uM (28,82%)
quando comparado aos macréfagos infectados ndo tratados. A miltefosina (4,15
UM), utilizada como controle positivo, induziu um aumento de 36,64% na producao
de ROS. Além disso, pode-se verificar também, que em macrofagos néo infectados
e tratados com o composto, assim como na miltefosina, n&o foi observado aumento
significativo dessas espécies reativas, o que sugere que ambos compostos induzem
aumento na producdo de ROS apenas em células infectadas com amastigotas

intracelulares.

E3 Controle negativo
@l DQ3 5,62 pM
3 DQ3 11,24 uM

T [ Miltefosina 4,15 pM

Figura 20: Producé&o de ROS em macrofagos nédo infectados e infectados com amastigotas de
L. amazonensis, e tratados com o composto DQ3. Os resultados sédo apresentados como média +
desvio padrao. Analises estatisticas foram obtidas no GraphPad Prism verséo 5.0. Os dados foram
obtidos a partir de 3 experimentos independentes. Asteriscos (*) indicam diferencgas significativas em
comparac¢ao com o controle negativo: (***) P > 0,001; (**) P > 0,01; (*) P > 0,05.

4.5 Avaliacéao ultraestrutural de promastigotas e amastigotas intracelulares de
L. amazonensis tratados com o composto DQ3

A avaliacdo ultraestrutural de promastigotas e amastigotas intracelulares
tratados com o composto DQ3 foi realizada por meio de microscopia eletronica de

transmissao (MET), representada na Figura 21.
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Figura 21: Imagens ultraestruturais de L. amazonensis ap6s tratamento com o composto DQ3.
A - Promastigotas (P) cultivados sem tratamento durante 24 horas. A maior ampliagdo de nucleos e
cinetoplasto é mostrada nas insercgdes; B - Promastigotas tratados com o composto DQ3 (86 puM) por
24 horas. Os corpusculos lipidicos altamente eletrondensos (seta), a mitocdndria inflada (pequena
flecha), o complexo de Golgi inalterado (g), o cinetoplasto (k) e o nicleo com a morfologia apoptotica
(ponta de seta) podem ser vistos. A barra em "A" é a mesma para "B". C - Amastigotas (a) em
macroéfagos (flecha) cultivados por 24 horas sem tratamento. D - Maior ampliacdo do amastigota sem
tratamento; nlcleos (seta) e cinetoplasto (ponta de seta) podem ser vistos; E - Amastigotas (a) em
macréfagos (flecha) cultivados por 24 horas com tratamento DQ3 (5,62 uM). Vacuolizacdo (V) e
agregados (*) dentro do vacuolo parasitéforo; F - Ampliagdo maior do amastigota com tratamento

DQ3 (5,62 uM); O cinetoplasto (ponta de flecha) com morfologia preservada e vacuolizacdo (V)
podem ser visto.
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Na Figura 21A e 21B, encontram-se as formas promastigotas néo tratadas e
tratadas com o composto DQ3 (86 pM), respectivamente. Nota-se que 0s
promastigotas nao tratados apresentam morfologia normal, no entanto, em
promastigotas tratados, verifica-se a mitocondria inchada, cinetoplasto com
alteracdo e sem membrana de mitocondrial aparente em volta, aumento de
corpusculos lipidicos altamente eletrondensos e o nucleo com caracteristicas

apoptoticas. Nao houve alteracdo no complexo de Golgi.

Na Figura 21C e 21D, encontram-se macréfagos infectados néo tratados
(controle negativo), e pode-se observar um grande numero de amastigotas no
interior desses macroéfagos, além dos amastigotas apresentarem morfologia normal,
com estruturas preservadas. Ja na Figura 21E e 21F, encontram-se macréfagos
infectados e tratados com o composto DQ3 (5,62 uM), e é possivel observar um
menor nimero de amastigotas no interior desses macréfagos. Nota-se ainda intensa
vacuolizacdo e agregados dentro do vacuolo parasitéforo, provavelmente resultante
de debris celulares dos parasitos mortos. Em ambas imagens, observa-se
amastigotas com morfologia alterada e presenca de grandes vacuolos nos parasitos
intracelulares. N&o foi observada alteracao no cinetoplasto.

5 DISCUSSAO

Os compostos atualmente utilizados para o tratamento de leishmanioses
apresentam algumas desvantagens, como alta toxicidade, forma de administracao,
tempo de duracdo e custo elevado do tratamento, além da resisténcia de algumas
cepas do parasito (ANTINARELLI et al.,, 2015; SRIVASTAVA et al.,, 2017).
Consequentemente, a busca por novas formas de tratamento eficazes tornou-se
uma prioridade. Neste contexto, o desenvolvimento de novos farmacos com
atividade antileishmanial, baixa toxicidade e custo acessivel desperta grande
interesse em pesquisadores (COSTA DUARTE et al., 2016).

Alguns estudos ja demonstraram que certas classes de moléculas e seus
derivados apresentam ampla atividade biolégica, incluindo a antileishmanial,
despertando o interesse quanto a pesquisa e desenvolvimento de novos compostos

ativos. Neste sentido, os derivados de quinolina tem sido objeto de estudos em
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pesquisas, tanto por outros grupos, quanto pelo nosso (COIMBRA et al.,, 2011,
SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013; ANTINARELLI et al., 2015).

No presente estudo, foram testados trés compostos derivados de 4-amino-7-
cloroquinolina em ambos estagios de Leishmania sp: promastigota, que apesar de
ser encontrada no inseto vetor, tem sido muito utilizada nos testes antileishmaniais
in vitro pela facilidade de cultivo; e as formas amastigotas, presentes no hospedeiro
vertebrado e consideradas como "modelo-ouro” para a pesquisa de novas
alternativas no tratamento das leishmanioses (VERMEERSCH et al., 2009). No
ensaio para avaliar a atividade anti-promastigota, notou-se que o0 Unico composto
que apresentou atividade em ambas espécies testadas, L. amazonensis e L.
braziliensis, foi o composto DQ3, exibindo um Clso de 43,25 e 39,19 uM,
respectivamente. J& 0s outros compostos, ou ndo apresentou atividade em nenhuma
espécie ou apenas em L. amazonensis, como ocorreu com o composto DQ2. Estes
resultados ressaltam variacdes do efeito dos compostos nas diferentes espécies de
Leishmania, as quais podem apresentar sensibilidades diferentes a um mesmo
composto. Variacdes de sensibilidade a diferentes espécies de Leishmania ja sédo
bem relatadas, incluindo com as drogas de referéncia como antimoniais
pentavalentes, anfotericina B ou miltefosina. Inclusive, o entusiasmo inicial quanto
ao uso da miltefosina como primeira droga oral para o tratamento das leishmanioses
nas Américas foi reduzido quando as espécies de Leishmania de paises do Novo
Mundo mostraram ser menos sensiveis a esta droga (YARDLEY et al.,, 2005;
CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). Neste sentido, convém salientar a promissora
atividade do composto DQ3, que apresentou atividade em espécies distintas de

Leishmania.

Como todos os compostos ndo foram citotoxicos em macréfagos peritoneais
até a méaxima concentracdo testada (150 pM), foi entdo realizado o teste
antiamastigota, sendo que a maior concentracédo avaliada (100 puM) foi inferior a
maxima concentracao utilizada no teste de citotoxicidade, garantindo entdo que os
compostos ndo seriam téxicos as células hospedeiras. O ensaio onde se avalia o
efeito dos compostos em formas amastigotas intracelulares é um dos mais
importantes para a triagem primaria de novos compostos contra Leishmania, uma
vez que esse estagio do parasito € designado como o alvo mais relevante

(MUYLDER et al., 2011). Neste trabalho este teste foi realizado apenas em L.
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amazonensis, ja que os melhores resultados na avaliagdo anti-promastigota foram
obtidos com esta espécie. A L. amazonensis tem sido associada a inumeras
manifestacdes clinicas da leishmaniose humana, incluindo a leishmaniose cutanea e
difusa no Brasil. Além dessas manifestacdes cutaneas, essa espécie tem sido
associada a forma visceral, uma manifestacdo clinica considerada fatal se néo
tratada (BARRAL et al., 1991).

O composto que apresentou atividade antiamastigota foi somente o0 composto
DQ3 e foi interessante notar que esta atividade foi mantida mesmo utilizando cepas
diferentes de L. amazonensis, transfectadas ou ndo (Clso de 5,62 e 5,48 uM para L.
amazonensis-cepa PH8 e L. amazonensis-cepa Josefa transfectada com GFP,
respectivamente). Além disso, esse composto, quando comparado ao controle
negativo, foi capaz de reduzir estatisticamente o indice de infeccdo até a
concentragdo de 6,25 uM. Esse indice € variante do percentual de macréfagos
infectados e do nimero médio de amastigotas por macréfagos infectados (PALADI
et al., 2012). A reducdo do namero de parasitos intracelulares foi também observada
pela MET. Inclusive, houve intensa vacuolizacdo dentro do vacuolo contendo os

parasitos, o que pode ser reflexo da destruicdo dos amastigotas.

Como o composto DQ3 foi 0 que apresentou resultados mais promissores, foi
entdo determinado o seu CCso, sendo encontrado um valor de 226,79 pM. Quando
comparado aos farmacos de referéncias, verifica-se que o CCso deste composto, €
superior ao CCso da anfotericina B e miltefosina, o que mostra que o composto DQ3
poderia ser utilizado, in vitro, em concentragcbes maiores (até 226,79 uM), se
necessario, sem provocar danos as células hospedeiras do parasito. Além disso, foi
analisado sua seletividade, e o composto DQ3 apresentou o IS de 40,35 para L.
amazonensis PH8, evidenciando que o composto € mais de 40 vezes mais toxico
para as formas amastigotas do que para as células hospedeiras, os macréfagos. E
importante lembrar que o IS considerado como satisfatério in vitro deve ser superior
a 20,0 (NWAKA et al., 2009; BRINGMANN et al., 2013). Além disso, em relacao a
especificidade, o seu IE foi de 7,70 demonstrando sua maior especificidade para o
estagio de amastigota intracelular do que para a forma promastigota, sendo este
resultado de grande importancia, uma vez que esta forma € a responsavel pelas
manifestacdes clinicas da doenca no homem (MUYLDER et al., 2011). Ao comparar

0os IS e IE do composto DQ3 aos dos farmacos utilizados para o tratamento de
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leishmanioses, anfotericina B e miltefosina, nota-se que os valores se assemelham
muito aos da miltefosina, porém o composto DQ3 se mostrou mais seletivo e mais
especifico. Este conjunto de resultados demonstra que o composto DQ3 exibe efeito
antileishmanial seletivo e eficaz in vitro, e com baixa toxicidade para células de

mamiferos.

Ao analisar as estruturas dos compostos testados, observa-se que esses se
diferenciam pela presenca do ion iodo ou cloro, além da quantidade desses ions,
pela presenca de ligacdo ou ndo no N ligado ao grupo propargila e ao N do anel
quinolinico. Os resultados apresentados sugerem que a presenca do ion cloro é
melhor, uma vez que nos compostos com presenca de ion iodo houve reducéo, ou
até mesmo ndo apresentou atividade antileishmanial. Além disso, nos compostos
com ion iodo, observa-se que a presenca de dois ions anula a atividade biolégica.
Em relacéo as ligacdes no N ligado ao grupo propargila e no N do anel quinolinico,
os resultados ndo permitem afirmar algo, uma vez que essa diferenca no Clso dos

compostos podem estar mais relacionadas as duas sugestfes ja citadas.

ApoGs essa triagem inicial e em vista dos promissores resultados, se faz
importante determinar quais alteracdes e/ou alvos ocorrem em L. amazonensis
tratadas, determinando o mecanismo de morte induzido pelo composto DQS3. Entéo,
avaliou-se as alteracdes provocadas na mitocondria do parasito, ja que em
tripanossomatideos essa organela € Unica e desempenha fun¢des importantes para
a sobrevivéncia, como producdo de ATP, regulacdo da homeostase ibnica,
diferenciacéo celular, fosforilacdo oxidativa e liberacdo de proteinas pro-apoptoticas
em resposta a sinais de estresse (COTTET-ROUSSELLE et al., 2011; MENNA-
BARRETO; DE CASTRO, 2014). Estudos experimentais sobre mecanismo de agao
das principais drogas antiprotozoarias sugerem que por esses motivos, a
mitocondria é considerada como um dos alvos mais importantes dentro do
organismo de protozoarios (FIDALGO; GILLE, 2011). A disfuncdo mitocondrial &
indicada, entre outros eventos, pela perda de AWYm e producédo de ROS. A cadeia de
transporte de elétrons mitocondriais € muito eficiente, porém, um percentual de
aproximadamente 1 a 2% dos elétrons que passam por essa cadeia de conseguem
escapar, e reagem com o oxigénio molecular (O2), formando ROS. Assim, a
producdo de ROS ocorre como subproduto da fosforilagdo oxidativa e do

metabolismo. Essas espécies reativas podem reagir com componentes celulares,
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como proteinas, lipidios e DNA, e consequentemente, essas oxidacdes podem
acarretar em danos a maquiaria celular, levando a morte da célula (BOONSTRA,
POST, 2004; FORKINK et al., 2010). Essas espécies reativas exibem duplo papel
nas ceélulas, sendo mediadores de regulacdo e efetores citotoxicos, além de
poderem induzir estresse oxidativo, que é quando ocorre um desequilibrio entre
essas moléculas e a capacidade de defesa antioxidante do organismo, elevando a
concentragdo de ROS (SMIRLIS et al., 2010; TOMAS; CASTRO, 2013).

Neste trabalho, analisando o AWm pelas marcagdes com JC-1 e rodamina
123, e da producdo de ROS pela marcacdo com H2DCFDA, verificou-se que o
tratamento com o composto DQ3, apenas na maior concentragéo (86 puM), induziu
reducdo no AWm (25,4%, utilizando o JC-1 e 28,0%, com rodamina 123) e um
aumento de 61,67% na producdo de ROS quando comparado ao controle negativo.
Esses dados sugerem que o composto DQ3 pode estar atuando na mitocondria do
parasito, acarretando despolarizacdo do AWm e estresse oxidativo. Ja foi observado
gue alguns tratamentos sao indutores de ROS e como consequéncia desse estresse
oxidativo, ocorrem alguns eventos caracteristicos de apoptose, incluindo perda do
AWYm (MENNA-BARRETO; DE CASTRO, 2014). Com base nessa informacao e nos
resultados obtidos, onde é possivel observar um aumento maior na producdo de
ROS do que reducdo do AWm, este trabalho sugere a hipotese de que o composto
DQ3 induz na mitocondria um aumento na producdo de ROS inicialmente, e como
consequéncia ocorre despolarizagdo do A¥Ym. No entanto, para comprovar essa
informacdo seria necessario a realizacdo de novos experimentos, a fim de

acompanhar os efeitos iniciais induzidos por este composto.

Além disso, a avaliacao da producao de ROS em macréfagos nédo infectados
e infectados com amastigotas de L. amazonesis evidenciou que o tratamento com o
composto e com a miltefosina (utilizada como controle positivo) induziu aumento na
producdo de ROS apenas em macrofagos infectados, uma vez que em macréfagos
nao infectados ndo houve diferenca significativa quando comparado ao seu controle
negativo. Esses dados reforcam que uma das principais alteracées provocadas pelo
tratamento com o composto DQ3 em L. amazonensis € a inducdo do estresse
oxidativo, tanto em formas promastigotas quanto em macrofagos infectados com

amastigotas.
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Os resultados obtidos pela analise da morfologia de formas promastigotas
apos os tratamentos (que indicaram corpos arredondados e reducdo do volume
celular), juntamente com o aumento da produgao de ROS e perda do AWm, sugerem
gue o composto possa induzir apoptose-like em promastigotas de L. amazonensis
(RODRIGUES; SEABRA; SOUZA, 2006; LUDER et al.,, 2010; GANNAVARAM;
DEBRABANT, 2012). Diante desses resultados, foram pesquisados por mais
alteracbes que sugerissem a ocorréncia de apoptose-like. Entdo, avaliou-se a
externalizacdo da fosfatidilserina da membrana plasmatica da célula, que € um
fenbmeno precoce no processo apoptotico, apesar da controvérsia sobre a
ocorréncia ou ndo da externalizacéo de fosfatidilserina da membrana plasmatica em
tripanosomatideos (VERMES et al.,, 1995; VAN ZANDBERGEN et al., 2006;
WANDERLEY; BARCINSKI, 2010). Utilizou-se a marcacdo com anexina V,
conjugada a um fluorocromo (FITC), visto anexina apresentar afinidade por
fosfolipidios dependente de calcio, ligando preferencialmente a fosfatidilserina. Os
dois folhetos que formam a membrana plasmatica de uma célula viva possuem
composicdo bastante diferente, sendo que a maior parte da fosfatidilcolina e
esfingomielina se encontra na face externa, enquanto que a maior parte da
fosfatidiletanolamina e praticamente todos os lipidios aniénicos da fosfatidilserina e
acido fosfatidico estéo localizados na face interna da membrana. Quando uma célula
entra em processo de apoptose, ela produz um sinal especifico que permitird seu
reconhecimento, e consequentemente isso impulsiona os fagdécitos a internalizar
essas células. Assim, a translocacdo da fosfatidilserina da face interna para a
externa da membrana celular, funciona como uma ‘“etiqueta” para tal
reconhecimento (DEMCHENKO, 2013; BRITTA et al., 2014).

Os resultados da avaliagdo da externalizagdo da fosfatidilserina em
promastigotas mostraram que ocorreu um aumento significativo de células com este
fosfolipidio exposto, entretanto este fato foi observado apenas no tratamento com o
composto DQ3 na maior concentragao (86 uM). Pode-se observar também, que no
grupo do controle negativo, uma pequena populacao de células (6,80%) foi positiva
para anexina, isto €, a fosfatidilserina foi exposta mesmo ndo havendo tratamento.
Isso pode ocorrer devido ao fato de que promastigotas em fase estacionéaria de
crescimento expdem fosfatidilserina em sua superficie, e apesar de terem sido

utilizados no experimento promastigotas em fase logaritmica de crescimento, sabe-
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se que a populacdo pode apresentar-se de modo heterogéneo, com uma
subpopulacdo em fase estacionaria. Alguns autores relatam que essa exposi¢cdo em
promastigotas estacionarios seria resultado de células apoptoéticas, destinadas a
morrer (VAN ZANDBERGEN et al., 2006; WANDERLEY et al., 2009).

Também foi avaliado se o composto poderia interferir no ciclo celular do
parasito. Os ensaios foram realizados com PIl, que se liga aos acidos nucleicos,
resultando em uma emisséo de fluorescéncia proporcional ao conteido de DNA da
célula. No ciclo celular ocorre a duplicacdo do conteildo de DNA nos cromossomos e
segregacdo das copias dentro das células-filhas geneticamente idénticas, e em
eucarioticos é dividido em Gi1, S, G2 e M. As células em G1 ainda nao tiveram seus
cromossomos duplicados, e apresentam-se com uma quantidade de 1x DNA,
enquanto que as células em G2/M, tém o dobro da quantidade de DNA, pois ja foi
duplicado (2x DNA), e emitem entdo uma intensidade de fluorescéncia maior. As
células na fase S estdo sintetizando DNA, e por isso apresentardo um sinal de
fluorescéncia entre Gi1 e G2/M. Quando as células entram em processo de apoptose,
sdo gerados fragmentos de DNA de baixo peso molecular, e a intensidade de
fluorescéncia emitida € menor do que as das células em Gi. Sdo identificadas no
histograma em uma regido denominada de sub Go/Gi, apresentando o contetdo de
DNA hipoploide (RIBEIRO, 2011; HENRY; HOLLVILLE; MARTIN, 2013). Diante do
exposto e dos resultados obtidos, verificou-se que apenas o tratamento com o
composto DQ3 na concentracdo de 86 UM provocou um aumento significativo na
populacdo de células na fase sub Go/Gs, isto €, células em processo de apoptose-
like. Corroborando com estes resultados, analise de ultraestutura pela MET mostra
gue o nucleo dos promastigotas de L. amazonensis tratados com este composto
apresenta caracteristicas apoptoticas, com a cromatina condensada e
marginalizada, além de ruptura da membrana nuclear. Desta forma, este conjunto de
dados corrobora com os resultados anteriores, reforcando que o tratamento com o
composto DQ3, em promastigotas de L. amazonensis, induz diferentes alteragtes

associadas a morte por apoptose-like.

O préximo alvo avaliado foi a membrana plasmatica do parasito. No intuito de
verificar se o composto DQ3 iria interferir na integridade da membrana plasmatica de
promastigotas de L. amazonensis, utilizou-se a marcacdo com PI, visto que este

marcador € impermeavel a membrana, exceto em caso de ruptura da mesma. A
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ocorréncia de ruptura na membrana plasmética tem sido considerada como
indicativo de morte por necrose (SCARIOT et al., 2017). Verificou-se que nao
ocorreu diferenca nas intensidades de fluorescéncia do Pl entre o grupo controle
negativo e dos tratamentos com o composto DQ3 nas concentracdes de 43 e 86 UM,
tanto na fluorimetria quanto na citometria. Também, avaliacdo pela MET mostra que
a membrana plasmatica dos parasitos manteve-se integra. Estes dados permitem
afirmar que este composto nédo afeta a integridade da membrana plasmatica de

promastigotas de L. amazonensis, excluindo a morte por necrose.

Este trabalho avaliou também a ocorréncia de autofagia, por meio da
marcacado de vacuolos autofagicos com MDC. A autofagia foi descrita inicialmente
como um mecanismo de sobrevivéncia em resposta ao estresse, no entanto, caso
as condi¢cbes do meio em que essas ceélulas se encontram ndo melhorarem, pode
ocorrer morte por autofagia. A principal caracteristica nesta morte celular é a
formacdo de vacuolos autofagicos (GANNAVARAM; DEBRABANT, 2012,
APARECIDA BRITTA et al., 2014). O resultado obtido nesta avaliacdo mostrou que
o tratamento com o composto DQ3, em ambas concentracdes testadas, nao induziu
a formacédo de vacuolos autofagicos, apresentando um percentual menor de células
positivas para MDC quando comparado ao controle negativo. Desta forma, esse
resultado sugere que o tratamento com o composto DQ3 ndo induz morte por
autofagia, pelo contrério, inibe este processo. A autofagia € um dos principais
mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo, onde ird ocorrer a remogao de
proteinas e organelas danificadas, contribuindo para a protecdo da células,
impedindo-as de sofrer apoptose (SCHERZ-SHOUVA; ELAZAR, 2007). Visto o
composto DQ3 inibir autofagia ao mesmo tempo em que estd ocorrendo estresse
oxidativo, nossa hip6tese é de que o composto pode estar atuando na aceleracdo da
morte celular, impedindo mecanismos autofagicos na remocdo de organelas
danificadas, intensificando os danos provocados pelo tratamento, e contribuindo

para o aumento da morte de células.

Diante de todos os resultados expostos, na Figura 22 foi proposto um
mecanismo de morte para composto DQ3. Verifica-se que o tratamento dos
promastigotas de L. amazonensis com o composto DQ3 induziu varias alteragbes
gue ocorrem em organismos em processo de morte por apoptose, entretanto, foi

descartada a inducdo de morte por autofagia e necrose. Em amastigotas
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intracelulares, foi evidente a reducdo da carga parasitaria associada ao estresse

oxidativo dos macrofagos infectados por L. amazonensis.

@
®
/é /
r
NH Z7 ’
HNT T A L~
) cr / N
) ) W,
o CI” NF N7 o
A \
) ROS
Ncleo do Mitocdndria Mitocdndria com DNA
parasito normal AWm alterado Cinetoplasto normal

DNA

fragmentado & Fosfatidilserina Nicleo do

macréfago

Figura 22: Mecanismo de morte proposto para o composto DQ3 em formas promastigotas, e
alteracOes provocadas em amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Em promastigotas, o
composto DQ3 atua na mitocdndria do parasito, causando alteracdo de potencial de membrana
mitocondrial e aumento da producdo do ROS. Além disso, causa alteragcBes morfoldgicas (corpos
arredondados e reducéo do volume celular), exposicdo de fosfatidilserina e alteragfes no ciclo celular
do parasito. Ja em amastigotas, é evidente que o composto reduz a carga parasitaria e aumenta a
producé@o de ROS em macréfagos infectados por L. amazonensis.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho comprova o efeito seletivo e antileishmanial de derivados de
quinolinas. O composto mais efetivo, DQ3 induziu alteracdes ultraestruturais e
bioquimicas em promastigotas de L. amazonesnis compativeis com morte por
apoptose-like, tais como alteracdes do potencial de membrana mitocondrial,
aumentos nos niveis de ROS, fragmentacdo de DNA e externalizacdo de
fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmatica. Entretanto, ndo houve
alteracbes na permeabilidade da membrana plasmaética ou aumento do numero de
vacuolos autofagicos, excluindo morte por necrose ou autofagia. O tratamento dos
macrofagos infectados, por L. amazonensis, com o composto DQ3 induziu aumento
na producdo de ROS e alteracdes morfologicas nos amastigotas intracelulares. Os
resultados aqui apresentados abrem perspectivas para futuros ensaios in vivo em

modelo murino experimental.
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