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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Viviane dos Santos Faides

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios parasitos do género Leishmania,
e estas vao desde infeccBes cutdneas, mucocutaneas até a forma visceral, constituindo
um sério problema de saude publica. Os farmacos utilizados na clinica sdo toxicos e
muitas vezes ineficientes. Desta forma, uma busca racional por novas alternativas
terapéuticas torna-se necessaria. Em nosso estudo foi investigada a atividade anti-
Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) de nove derivados tetrazolicos
sintéticos. Entre todos os derivados, o composto 5-[5-amino-1-(4’-metoxifenil)-1H-
pirazol-4-il]-1H-tetrazol (MSN20) mostrou atividade sobre promastigotas (ICso de 37,1
UM) e amastigotas intracelulares (ICsp de 22,3 pM) e baixa toxicidade sobre
macrofagos peritoneais murinos (LDsg = 210,6 pM). A quantificacdo de nitrito no
sobrenadante de macrofagos infectados e tratados com MSN20 sugeriu uma reducdo na
producdo de NO, embora ndo estatisticamente significativa. Em contrapartida, o
tratamento de macréfagos ndo infectados e estimulados com LPS (5ug/mL) e IFN-y
(Ing/mL) levou a uma reducdo concentracdo-dependente da producdo de nitrito. No
modelo murino de leishmaniose cutanea a MSN20 foi capaz de reduzir o tamanho das
lesGes e reduzir a carga parasitaria significativamente quando administrada por via oral.
A avaliacdo de marcadores sorologicos foi realizada ao término do tratamento sistémico,
indicando auséncia de danos hepatico e renal. Como os azo6is antifungicos sdo inibidores
conhecidos da biossintese do ergosterol e muitos ainda induzem estresse oxidativo, a
composigdo esteroidica e 0 metabolismo oxidativo de promastigotas tratadas com
MSN20 foram avaliados. A analise por cromatografia em camada fina ndo apontou
alteracOes no perfil de esterdis, mesmo em concentracdes acima da 1Csp. O tratamento
com MSN20 néo levou a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), nem a
reducdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥Wm) de promastigotas de L.
amazonensis. Desta forma, a MSN20 se apresentou como um novo prototipo
tetrazolico, ativo por via oral na leishmaniose cutanea murina, com mecanismo de acao
distinto dos demais azdis, que permanece a ser elucidado.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Viviane dos Santos Faides

Leishmaniasis is caused by protozoan parasites of the genus Leishmania, and these
range from skin infections, mucocutaneous to visceral form, constituting a serious
public health problem. The drugs used in the clinic are toxic and often ineffective. Thus,
a rational search for new therapeutic alternatives becomes necessary. In this study we
investigated the anti-Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) activity of
nine synthetic tetrazoles derivatives. Among all derivatives, the compound 5 - [5-
amino-1-(4'-methoxyphenyl)-1H-pyrazol-4-yl]-1H-tetrazole (MSN20) showed activity
against promastigotes (ICso of 37.1 uM) and intracellular amastigotes (ICsq of 22.3 uM)
and low toxicity to murine peritoneal macrophages (LDsg = 210.6 puM). Quantification
of nitrite in the supernatants of infected macrophages treated with MSN20 suggested a
reduction in NO production, although not statistically significative. In contrast, non-
infected macrophages stimulated with LPS (5ug/mL) and IFN-y (1ng/mL) led to a
concentration-dependent reduction of nitrite production. In murine model of cutaneous
leishmaniasis the MSN20 was able to reduce both the size of the lesions and the parasite
burden significantly when administered orally. Evaluation of serological markers was
performed at the end of systemic treatment indicating absence of liver and kidney
damage. As the azole antifungal agents are known inhibitors of the biosynthesis of
ergosterol, and many of them also induce oxidative stress, the sterol composition and
the oxidative metabolism of MSN20-treated promastigotes were evaluated. Analysis by
thin layer chromatography showed no change in the sterol profile, even at
concentrations above the 1Cs,. MSN20 treatment did not induce to production of
reactive oxygen species (ROS) or reduction in mitochondrial membrane potential
(A¥m) of promastigotes. Thus, MSN20 is a new tetrazole prototype, orally active in
murine leishmaniasis, with a distinct mechanism of action from other azoles that
remains to be elucidated.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencas tropicais negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo endémicas em 149 paises
(WHO, 2012) e afetam principalmente as populacbes pobres dos paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Dentre as DTNs estdo a doenca de Chagas, as
leishmanioses, a tripanossomiase africana ou doenca do sono, a maléria, a dengue e a
esquistossomose (DNDi, 2012). Estas enfermidades sdo assim denominadas, pois nédo
existem atualmente politicas publicas efetivas para tratamento e controle e por atingirem
as camadas sociais mais carentes do mundo (Beyrer e cols., 2007; Lindoso e cols.,
2009). Segundo a organizacdo Médicos sem Fronteiras (MSF), as doencas
negligenciadas sdo definidas como doencas mortais ou muito graves cuja opcles de
tratamento sdo inadequadas ou ndo existem; e o0 seu mercado potencial de drogas é
insuficiente para provocar uma pronta resposta do setor privado além do baixo interesse
do governo em lutar contra esse tipo de doenca (MSF, 2001).

Segundo a OMS, as 17 DTNs afetam mais de 1 bilhdo de pessoas (WHO, 2012)
e apresentam um elevado indice de morbidade, com cerca de mais de 1 milhdo de 6bitos
por ano, onde as leishmanioses encontram-se dentre as mais negligenciadas (TDR,
2010). Constituem um grupo de doencas com diferentes formas clinicas e severidades, e
ampla distribuicdo e ocorréncia (Alvar e cols., 2006; Alvar e cols., 2012; Yamey e cols.,
2002). Entretanto, pelos motivos anteriormente mencionados, ndo gera uma grande
resposta das industrias farmacéuticas para o desenvolvimento de novos farmacos.
Levantamento recente revelou que dos 1556 medicamentos langcados no mercado entre
1975 e 2004, apenas 21 sdo destinados a pacientes com DTNs, ou seja, um investimento
inferior a 2% (Figura 1.1) (DNDi, 2012; Lindoso e cols., 2009).

E importante salientar que em 1975, foi criado o Programa para pesquisa em
doencas da pobreza (TDR). Tendo como principal objetivo influenciar os esforgos
mundiais para eliminar as doencas que afetam os mais desfavorecidos através de
patrocinios da UNICEF (Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia), PNUD (Programa
das Nagdes Unidas para o Desenvolvimento), o Banco Mundial e OMS (Organizagéo
Mundial de Saude). Em 2003, foi criada a Iniciativa de medicamentos para doencas
negligenciadas (DNDi), com objetivo de fornecer novos medicamentos e apoiar

diversos projetos atraves de parcerias. Na América Latina, além da colaboragdo com a

1



FIOCRUZ e seu Instituto de Tecnologia em Farmacos - Farmanguinhos, diversos outros
parceiros destacam-se, com o Unico objetivo de identificar candidatos ao
desenvolvimento de novos farmacos (DNDi, 2012).

Novos medicamentos desenvolvidos
entre 1975 e 2004: 1.556

® 18
Doencas
tropicais 1.30/0
Tuberculose

@3

Apenas 21 novos medicamentos, dos 1.556 desenvolvidos
para doencas negligenciadas nos ditimos 30 anos

Figura 1.1. Farmacos desenvolvidos nos Gltimos 30 anos para o tratamento das doengas negligenciadas
(DNDi, 2012).

1.2. As leishmanioses

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), as leishmanioses sao
endémicas em 98 paises (Alvar e cols., 2012), onde se estima a existéncia de 12 milhdes
de casos, principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Atualmente, cerca de 1,6
milhdes de novos casos ocorrem a cada ano, sendo 500 mil casos de leishmaniose
visceral (LV) e 1,1 milh&o de casos de leishmaniose cutanea (LC) (Figura 1.2), estando
cerca de 350 milhdes de pessoas em é&reas de risco de infeccdo (WHO, 2010). A LC
possui maior incidéncia na regido do Mediterraneo e nas Américas (Tabela 1.1), com
cerca de 70 a 75% casos registrados no Afeganistdo, Argélia, Colombia, Brasil, Ird,
Siria, Etiopia, Costa Rica, Peru e no norte do Suddo. A LV apresenta maior incidéncia
no sul da Asia, na Africa e nas Américas (Tabela 1.1) com cerca de 90% dos casos de
LV na india, Bangladesh, Sud&o, Sud&o do Sul, no Brasil e na Etidpia. No continente
americano, entre os anos de 2003 e 2007, o Brasil apresentou em disparado a maior

incidéncia dos casos de LV (Alvar e cols., 2012). E importante ressaltar que as



leishmanioses apresentam mortalidade anual superior a 50 mil pessoas, niUmero somente
superado pela maléria entre as DTNs (WHO, 2010).

A leishmaniose é uma zoonose, naturalmente transmitida de reservatorios
vertebrados para humanos, através de um vetor invertebrado (flebotomineo). Entretanto,
tem apresentado caracteristicas de antroponose, transmitida entre humanos através da
picada do vetor flebotomineo, em paises como a India e o Afeganistdo (Ashford, 2000;
Rotureau, 2006). Constituem um espectro de doencas com diversas caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas, causadas por diferentes protozoarios parasitos do género
Leishmania (Croft e cols., 2006). Esta grande variacdo entre as formas clinicas esta
intimamente relacionada a espécie do parasito que foi transmitida e a resposta imune do
hospedeiro vertebrado (Santos e cols., 2008).

No homem, a enfermidade apresenta duas grandes formas clinicas e assim é
dividida em: leishmaniose cutanea (LC) ou tegumentar (LT) (de acordo com variacdes
clinicas podem ser classificadas em cutdneo localizado, cuténeo difusa e cutdneo
mucosa) e em leishmaniose visceral (LV), forma mais grave que pode levar o individuo
acometido ao obito.

No Velho Mundo, a L. tropica, L. major e L. aethiopica sdo 0s principais
agentes etioldgicos causadores da leishmaniose tegumentar. No novo mundo séo
causadoras da leishmaniose tegumentar americana (LTA): Leishmania (Leishmania)
mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) venezuelensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) peruviana, L.(L.) pifanoi, L.(L) garnham. L. (V.)
shawi, L. (V.) naiffi e L.(V.) lainsoni (Ministério da Saude, 2006a). L. donovani é
causadora da LV no Velho Mundo e L. infantun (syn L.chagasi) é responsavel pela
leishmaniose visceral americana (LVA) no Novo Mundo (Ministério da Saude, 2006b).
No Brasil, as espécies de maior importancia epidemioldgica sdo L. braziliensis, L.
amazonensis, L. guyanensis, e L. infantun (syn L. chagasi) (Ministério da Salde,
20064a).
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Figura 1. 2. Distribuicdo mundial das leishmanioses cutanea (A) e visceral (B) (WHO, 2010).




Tabela 1.1. Incidéncia global reportada e estimada das leishmanioses cutanea (A) e visceral (B) [Tabela
adaptada de (Alvar e cols., 2012)].

A Casos LC reportados 5 anos de dados Estimativa anual da
Casos/ano incidéncia de LC
Ameéricas 66.941 14/20 (70%) 187.200 a 307.800
Africa Subsaariana 155 5/15 (33%) 770 a 1500
Africa Oriental 50 0/6 (0%0) 33.300 a 90.500
Mediterraneo 85.555 17/26 (65%0) 239.500 a 393.600
Oriente Médio até a 61.013 16/18 (89%) 226.200 a 416.400
Asia Central
Sul Asiatico 322 2/2 (100%) 1900 a 3500
Total Global 214.036 53/87 (61%) 690.900 a 1.213.300
B Casos LV reportados 5 anos de dados Estimativa anual da
Casos/ano incidéncia de LV
Américas 3662 8/11 (73%) 4500 a 6800
Africa Subsaariana 1 3/11 (27%)
Africa Oriental 8569 5/8 (63%0) 29.400 a 56.700
Mediterraneo 875 21/26 (819%0) 1200 a 2000
Oriente Médio até a 2496 14/17 (82%) 5000 a 10.000
Asia Central
Sul Asiatico 42.623 3/6 (50%) 162.100 a 313.600
Total Global 58.227 54/79 (68%) 202.200 a 389.100

A LTA apresenta uma variedade de formas clinicas e dessa maneira é
classificada em funcdo das suas principais caracteristicas em: leishmaniose cutanea
localizada (LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC) ou leishmaniose cutaneo-mucosa
(LCM) e leishmaniose difuso-cutanea (LDC). A LCL é causada principalmente por L.
braziliensis, L. amazonensis e L. mexicana (EI-On, 2009) e possui como caracteristica a
formacédo de Ulceras Unicas limitadas a derme, onde a epiderme pode ou ndo encontrar-
se ulcerada (Figura 1.3). Primeiramente forma-se um eritema inchado e avermelhado no
local da inoculagdo pelo inseto vetor. Em seguida, o eritema desenvolve-se em uma
papula e em um nodulo que progressivamente resulta em Ulceras tipicas, em um periodo
de duas semanas a seis meses (Figura 1.4). As Ulceras geralmente sdo auto-resolutivas,
mas em alguns casos podem ndo curar espontaneamente (Reithinger e cols., 2007). A
leishmaniose cutanea passa a ser denominada disseminada quando o individuo
acometido pela enfermidade apresenta mais de cinco lesdes, distantes do local da picada
em diferentes regides do corpo. As lesdes sdo ulcerdas e respondem ao tratamento

convencional (Ministério da Saude, 2006a; Neves, 2005).
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Figura 1.3. (A) Leishmaniose cutanea (Ministério da Saude, 2007); (B) Leishmaniose muco-cutanea

(Ministério da salde, 2006); (C) Leishmaniose difuso-cutanea (Ministério da Salde, 2007); (D)

Leishmaniose visceral (Murray e cols., 2005).

A LMC é uma forma progressiva da leishmaniose cuténea e é tradicionalmente
associada a L.(Viannia) braziliensis. Entretanto, ha descri¢Ges de casos associados a L.
(V) guyanensis e L. (V) panamensis, L.(L) amazonensis e L.(L) major (Goto e Lindoso,
2010). Apresenta como caracteristica lesdo crbnica, destrutiva que pode ser unica ou
maltipla, em mucosas do nariz, boca e faringe. Essa forma progressiva pode ser
resultante da evolucdo cronica da forma cutdnea curada sem tratamento ou com
tratamento inadequado (Goto e Lindoso, 2010) e gera lesdes desfigurantes que em
alguns casos segregam os individuos acometidos do meio social (Figura 1.3).

A LDC é a forma aneérgica e sistémica da leishmaniose tegumentar, sendo uma
forma rara desta enfermidade. No Brasil é causada por L. amazonensis (Leon e cols.,
1991). Esta forma da doenca apresenta lesbes cutaneas difusas ndo ulceradas
caracteristicas (Figura 1.3), resultante da disseminacdo do parasito através dos vasos
linfaticos, ou por migracao de macréfagos infectados (Neves, 2005).

A LVA, conhecida popularmente como “Calazar”, é causada por L. infantum
(syn L. chagasi) e representa a forma mais grave da doenca podendo levar ao 6bito.
Devido ao viscerotropismo desta espécie, 0s individuos acometidos apresentam
comprometimento de diversos 6rgdos como baco, figado, linfonodos e medula dssea.
Caracteriza-se por febre irregular de intensidade média e de longa duracao,

esplenomegalia e hepatomegalia (Maltezou, 2010).
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Figura 1.4. Evolugdo da leséo ulcerada na leishmaniose cutanea (Neves, 2005).

Na auséncia de tratamento, a progressdo da doenca leva ao emagrecimento,
edema na regido abdominal decorrente da hepatoesplenomegalia, debilidade progressiva
até o obito (Figura 1.3). Além de ser a forma clinica mais severa, 0s casos de co-
infeccdo Leishmania/HIV na Europa, tornaram a LV a terceira doenca oportunista de
maior frequéncia em pacientes portadores do virus HIV (Desjeux e Alvar, 2003).

No continente americano, o Brasil apresenta a maior incidéncia de casos de LV e
LC. No periodo de 2003 a 2007, foram registrados 26.008 casos de LC por ano, com
217 municipios com transmissdo intensa ou moderada em 2010 (Tabela 1.2) (Alvar e
cols., 2012). A regido Norte vem contribuindo com o maior nimero de casos de LC,
seguida das regides Nordeste e Centro-oeste (Figura 1.5) (Ministério da Saude, 2010).
L. braziliensis € a espécie que apresenta maior prevaléncia territorial, ocorrendo nos
estados do Pard, Ceara, Amapa, Paraiba, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parana, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso (Neves, 2005). Nas regides Norte e
Nordeste, L. amazonensis, foco de nosso estudo, é descrita como causadora de
diferentes formas clinicas: LMC, LDC e LV (Almeida e Cols., 1996; Leon e cols.,



1990). Recentemente foi descrito o primeiro caso de LDC causado por L. amazonensis

no estado do Rio de Janeiro (Azeredo- Coutinho e cols., 2007).

B 40a 100 (345)
W 100a 400 (255)
W 40021490 (36)

Sem casos (3816)
Oa 10 (726)
10a 40 (623)

Sem casos (3820)
Oa 4 (988)

B 4a 8 (397)
B 8a 20 (370
W 20a 100 (195)
W 10021490 (32)

Figura 1.5. (A) Taxa de detec¢do por 100.000 habitantes de LTA por municipio brasileiro no ano de

2007; (B) Densidade de casos de LTA por municipio brasileiro no ano de 2007 (Ministério da Salde,

2008).

A regido Nordeste concentra 0 maior nimero de casos de LV no Brasil (Figura

1.6), causada por L. infantum (syn. L. chagasi) (Maia-Elkhoury e cols., 2008; Ministério
da Saude, 2008). Entre 1998 e 2010 foram registrados 32.459 casos de LV em 21

estados brasileiros e recentemente o nimero de casos fatais relatados tem aumentado

gradualmente (Figura 1.7) (Alvar e cols., 2012).
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Figura 1.6. Densidade de casos de LV no Brasil em 2007 (Ministério da Salde, 2008).
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Figura 1.7. Mortalidade de leishmaniose visceral no Brasil no periodo de 2001 a 2010 (Alvar e cols.,

2012).



Tabela 1.2. Incidéncia de casos reportados e estimados das leishmanioses cutanea (A) e visceral (B) no

continente americano. [Tabela adaptada de (Alvar e cols., 2012)].

Paises Casos LC reportados Periodo Estimativa anual da
Casos/ano incidéncia de LC

Belize

Brasil 26.008 2003-2007 72.800 a 119.600

Costa Rica 1.249 2002-2006 3.500 a 5.700

Equador 1.724 2004-2008 4.800 a 7.900

Guiana- Francesa 233 2004-2008 650 a 1.100

Guiana 16 2006-2008 50a70

México 811 2004-2008 2.300a3.700

Panama 2.188 2005-2009 6.100 a 10.100

Peru 6.405 2004-2008 17.900 a 29.500

Venezuela 2.480 2004-2008 6.900 a 11.400

10



Paises Casos LV reportados Periodo Estimativa anual da

Casos/ano incidéncia de LV
Argentina 8 2004-2008 20a 30
Bolivia 0 2008
Brasil 3.481 2003-2007 4.200 a 6.300
Colémbia 60 2004-2008 70a110
El-Salvador
Guatemala 15 2004-2008 20a30
Honduras 6 2004-2008 7al0
México 7 2004-2008 8al2
Nicaragua 3 2003-2007 3a5
Paraguai 48 2004-2008 100 a 200
Venezuela 40 2004-2008 50a70
Regido 3.668 4.500 a 6.800

1.3. Parasitos do género Leishmania

Os protozoarios parasitos do género Leishmania pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e foram descritos pela primeira vez por
Leishman e Donovan, no final do século XIX (Rey, 2008). A ordem Kinetoplastida é
constituida por protozoarios que apresentam uma estrutura especifica, o cinetoplasto
(extremidade da mitocéndria unica do parasito, onde se localiza 0 DNA da organela).

Dentre os Kinetoplastida, a familia Trypanosomatidae relne parasitos que
infectam uma variedade de organismos, sendo cerca de 30 espécies capazes de infectar
mamiferos (Cupolillo, 2000). Todos os tripanosomatideos apresentam flagelo Unico,
qgue emerge da regido da bolsa flagelar e microtibulos localizados sob a membrana
plasmatica, denominados microtibulos subpeliculares. Esta familia possui grande
importancia clinica, pois nesta estdo agrupados os agentes etioldgicos da
tripanossomiase africana (Trypanosoma brucei gambiense e T. b. rhodesiense), da

doenca de Chagas (T. cruzi) e das leishmanioses (género Leishmania).
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A sistematica do género Leishmania apresenta grande complexidade, com a
introducdo de dois niveis intermediérios subgénero e complexo por alguns autores,

conforme ilustrado na Figura 1.8 (Stuart e cols., 2008).

FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE
E
o '5&% ‘e, %, %, G 3, % G '&%
% , %, %, %, %, % % %,
GEMNEROD * =% e £ y , «?;% %,
v e £ % ‘Q% a’% e % =
o = = -]
SUBGEMERD Leishmania Vianniz
COMPLEXOD L. donovani L. troplea L. mafar L. aethiopica L. mexicana L. brazifensis L. guyanansis
PE L. chagagi finfantun L. killeki L. major L. aethiopica L. amaromensis L. braziliensis L. guyanensis
ESPECIES |~ sonovani L. tropica L. gamhami L. maxicana L. peruviana L. panamensis

L. pitanol
L. vanezvelansis

Figura 1.8. Taxonomia da familia Trypanosomatidae [adaptado de (Mishra e cols., 2009)].

Os parasitos do género Leishmania apresentam duas formas durante o seu ciclo
evolutivo a forma promastigota e a forma amastigota intracelular (Figura 1.9). A forma
promastigota é encontrada no tubo digestivo dos insetos vetores (flebotomineos) e
apresenta corpo celular alongado, com o nlcleo situado na regido mediana e
cinetoplasto proximo a regido anterior, de onde emerge o flagelo (Figura 1.9) (Rey,
2008).

A forma amastigota possui forma arredondada, sendo encontrada principalmente
no interior de células do sistema fagocitico mononuclear. Possui flagelo interiorizado ao
espaco intracelular (Figura 1.9) e multiplica-se por divisdo binaria dentro do
fagolisossomo do macro6fago, a um pH entre 4,5 a 5,0 (Rey, 2008).

Além da infeccdo macrofagica tipica, recentemente foi descrita a infeccdo de
Leishmania sp. em neutréfilos. Este tipo celular quando infectado sofre morte celular
por apoptose. Os macrofagos reconhecem e fagocitam o corpo apoptético e ndo entram

em contato direto com o parasito, de forma que nédo séo ativados. Este modelo tem sido
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descrito como “Cavalo de Tréia”, pois como ndo ha ativacdo de fagécitos profissionais

0 estabelecimento da leséo é facilitado (Van Zandbergen e cols., 2004).

Figura 1.9. Morfologia das formas evolutivas de Leishmania sp. por microscopia de luz (A e B) e
representacdo esquematica (C e D). Formas promastigotas (A e D) e amastigotas intracelulares (B e C).
N: ndcleo; mt: microtdbulos subpeliculares; M: mitocondria; RE: reticulo endoplasmaético; G: complexo
de golgi; L: lisossomo; F: flagelo. (WHO, 2003; Murray e cols., 2005; Rey, 2008).

Por sua vez, células de Langerhans (CL), que sdo células dendriticas
encontradas na epiderme, também podem ser infectadas. Entretanto, existem
controversias em relacdo ao papel deste tipo celular na infeccdo em modelo murino.
Segundo Kautz-Neu e colaboradores (2011), CL regulam negativamente a resposta
leishmanicida. Animais que tiveram CL depletadas e foram infectados com L. major
apresentaram lesbes menores em relagdo ao grupo controle; todavia, segundo Von
Stebut e colaboradores (1998), estas células atuam mediando a indu¢do de imunidade

protetora através da producéo de IL-12.
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1.4. Ciclo do parasito

O ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania tem inicio durante o repasto
sanguineo do flebotomineo em um hospedeiro vertebrado, como roedores, canideos,
alguns marsupiais e o homem, que funcionam como reservatorios naturais (Neuber,
2008). Dentre os flebotomineos, somente as fémeas possuem o habito da hematofagia
que é fundamental para o acimulo de vitelo nos ovos (vitelogénese) e sua consequente
maturacdo. Estes insetos possuem pecas bucais curtas que ndo permitem que seja
realizada a sucg&o sanguinea diretamente do vaso sanguineo, por isso dilaceram o tecido
provocando hemorragia da qual obtém o sangue (pool feeding). Dessa forma, o inseto
obtém o sangue oriundo do vaso sanguineo lesado podendo conter as formas
amastigotas presentes no tecido (Coura, 2005).

As formas amastigotas ingeridas durante o repasto logo irdo se diferenciar em
promastigotas no trato digestivo do inseto. Essas formas do parasito possuem a
capacidade de resistir a acdo das enzimas digestivas sendo envolvidas juntamente com o
sangue pela matriz peritréfica. Esta matriz atua como um sistema de defesa do inseto
contra patdgenos. Entretanto, quitinases de promastigotas permitem o parasito evadir
essa barreira, perfurando a matriz e alcancando o epitélio (Coura, 2005; Rey, 2008).

As diferentes espécies de Leishmania colonizam regiGes distintas do trato
digestivo do inseto se fixando ao epitélio. Os parasitos que colonizam as porc¢des
anteriores do estbmago (comportamento suprapilarico) foram agrupados no subgénero
Leishmania, ja os que colonizam a porcao posterior abdominal do estdmago e pilérica
(comportamento peripil6rico) foram agrupados no subgénero Viannia. Nesses locais, as
formas promastigotas multiplicam-se intensamente por divisdo binaria, diferenciam-se
em promastigotas metaciclicas e direcionam-se para a faringe, céardia e eséfago que
acabam bloqueados pelo acumulo parasitario, além da presenca de uma densa camada
de proteofosoglicana filamentosa (fPPG) sintetizada pelos parasitos. Dessa forma, a
fémea fortemente infectada regurgita os parasitos quando torna a realizar o repasto
sanguineo e permitindo a infec¢do (Coura, 2005).

Ao inocular as formas promastigotas infectantes na pele de um hospedeiro
vertebrado, estas sdo rapidamente fagocitadas por macréfagos teciduais. Nessas células,
ocorre a diferenciacdo em amastigotas que sdo capazes de resistir & acdo microbicida

das hidrolases acidas (Russel e Talams-Rohana, 1989). Esta forma intracelular se
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multiplica rapidamente por divisdo binaria levando as células a lise e a consequente
liberacdo do parasito. Este parasito pode ser novamente fagocitado por macréfagos,
disseminando a infecgdo (Stuart e cols., 2008). O ciclo se fecha quando o flebotomineo

realiza novo repasto sanguineo (Figura 1.10).

Estagios no Inseto Estédgios no Hospedeiro
Vetor Inoculagdo de promastigotas Mamifero
durante o rcpaslo EANSINLO o Os promastigotas sio fagocitados
(estigio infectivo) pelos macrofagos

o Diviséio e migragio
para a proboscide

h's

Os promastigotas transformam-se em
amastigotas dentro dos macrofagos
(estagio diagnostico)

Amastigotas transformam-se em
promastigotas no tubo digestivo

Os amastigotas dividem-se nos

macrofagos até que estes se
@ & Y i .
Ingestiio de macréfagos i;&: > (estigio diagnéstico)

contendo amastigotas J
e Flebotomineo realiza repasto sanguineo

Figura 1.10. Ciclo bioldgico da Leishmania spp.
(modificado de CDC, www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageL ibrary/leishmaniasis_il.htm, 2011).
Acessado em 07 de fevereiro de 2013.
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1.5. Vetores de leishmanioses

Os insetos vetores das leishmanioses sdo dipteros da secdo Nematocera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae onde somente dois géneros possuem
importancia: Phlebotomus no Velho Mundo (Africa, Europa e Asia) e Lutzomia no
Novo mundo (Américas) (Figura 1.11). Como mencionado anteriormente, apenas as
fémeas transmitem a infeccdo, pois somente estas possuem o habito da hematofagia
necessaria para a maturacdo dos ovos (Sacks, 1989; Walters e cols., 1989).

No Brasil, o vetor da leishmaniose visceral € principalmente Lu. longipalpis que
possui comportamento sinantrdpico e antropofilico e que transmite L. infantum (syn L.
chagasi) desde a regido amazonica até as regifes Sul e Sudeste. Lu. intermedia e Lu.
whitmani sdo importantes na disseminacdo da LC transmitindo L. braziliensis nas
regides Nordeste e Sudeste. Lu. umbratilis e Lu. flaviscutelata apesar de possuirem
habitos menos antropofilicos sdo as grandes responsaveis pela transmissdo de L.

guyanensis e L. amazonenis (Tabela 1.3) foco deste estudo (Alvar e cols., 2012; Coura,
2005).

Figura 1.11. Insetos vetores das leishmanioses. (A) Phlebotomus sp., (B) Lutzomia longipalpis.
(Centre for applied Entomology and Parasitology, 2005; National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, NIAID, 2004). Acessado em 07 de fevereiro de 2013.
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Tabela 1.3. Principais espécies de Leishmania, seus vetores e reservatdrios no Brasil [adaptado de (Alvar

e cols., 2012)].

Espécies Forma Espécies de vetores Reservatarios
Leishmania clinica
L. guyanensis LC Lu. umbratilis, Choloepus sp.,
) Tamandua sp., Didelphis
Lu. anduzei, sp., Proechimys sp.
Lu. whitmani
L. amazonensis LC Lu. flaviscutellata, Proechimys sp.,
) ) Oryzomys sp., Wiedomys
Lu. longipalpis S
p.
L. braziliensis LC, LCM Lu. whitmani, Canis familiaris, Rattus
) ) rattus, Akodon
Lu. intermedia, arviculoides, Bolomys
Lu. wellcomei, sp., Nectomis sp.,
Thrichomys sp.,
Lu. complexa, Lu. neivai,
Lu. edwardsi, Lu. migonei
L. infantum LV Lu. longipalpis, Lu. cruzi, Canis familiaris,
) ) Lycalopex vetulus,
Lu. almerio, Lu. salesi Cedocyon thous,
Didelphis albiventris
L. lainsoni LC Lu. ubiquitalis Agouti paca
L. shawi LC Lu whitmani Cebus apella,
Chiropotes satanus,
Nasua nasua, Bradypus
tridactylus, Choloepus
didactylus
L. naiffi LC Lu. squamiventris, Lu. Dasypus novemcinctus
paraensis, Lu. amazonensis,
Lu.ayrozai
L. lindenbergi LC Desconhecido Desconhecido
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1.6. Mecanismos de evasao em Leishmania sp.

O material regurgitado pelo inseto contendo parasito tem como principal
componente a proteoglicana filamentosa (fPPG), glicoproteina secretada pela
Leishmania capaz de aumentar a capacidade de sobrevivéncia e patogenicidade dos
parasitos. Diferentes estudos mostraram que a inoculacdo de parasitos na auséncia da
fPPG gera lesGes mais discretas, diferentemente de quando é inoculado na presenca em
animais de laboratério que passam a apresentar uma exarcebacdo da doenca (Coura,
2005). Contudo, a saliva do flebotominio também tem papel importante nesta fase
inicial, pois possui 0 maxadilan, que além de possuir acdo vasodilatadora, apresenta
acao imunomoduladora que facilita o sucesso da infeccao (Coura, 2005).

Uma vez no hospedeiro vertebrado, os parasitos precisam evadir aos
mecanismos de defesa extra e intracelulares para estabelecer a infeccdo. O sistema
complemento é um dos principais mecanismos de combate extracelular inicial, fazendo
parte da resposta inespecifica do hospedeiro. Este sistema é formado por uma cadeia
enzimatica que resulta na lise celular, no processo de opsonizacdo ou na geracdo de
fragmentos peptidicos que vao atuar na ativacdo dos macrofagos. A forma metaciclica
de Leishmania que € inoculada pelo inseto, sofre alteracdes membranares que dificultam
a insercdo do complexo C5b-C9, que fazem parte do complexo de ataque a membrana
(MAC) do sistema complemento (Figura 1.12), evitando a formacdo de canais
transmembranares no parasito e assim a lise e morte celular (McConville e cols.,1992;
Sacks e Sher, 2002). Além disso, os promastigotas metaciclicos possuem elevada
expressao de gp63 (glicoproteina de superficie) que cliva a molécula C3b na sua forma
inativa C3bi, impedindo novamente a formacdo do complexo MAC (Brittingham e
cols., 1995). Os receptores C3b e C3bi ainda acabam por promover a infeccéo, pois
atuam na opsonizacdo sem ativar mecanismos oxidativos microbicidas do fagocito
(Sacks & Sher, 2002; Wright e cols., 1983). Estudos recentes indicam que o sistema
complemento pode ainda exercer pressao seletiva na infeccdo por Leishmania com agéo
importante no controle da parasitemia (Laurenti e cols., 2004). Além da gp63 estar
associada a resisténcia a lise pelo complemento, a elevada expressdo desta em algumas
espécies de Leishmania esta sendo correlacionada ao aumento da viruléncia (Thiakaki e
cols., 2006; Wilson e cols., 1989).
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Figura 1.12. Via de regulacdo e ativacdo do sistema complemento [adaptado de (Kemper e
Atkinson, 2007)].

Ap0s evadirem da acdo do sistema complemento, as formas promastigotas sdo
fagocitadas preferencialmente por macréfagos, mas também podem ser fagocitadas por
células dendriticas, neutrofilos e fibroblastos, nas quais precisam modular o ambiente
intracelular de forma a estabelecer a infeccdo. A acdo fagocitica depende da interacao
de receptores (por exemplo: CR1, CR3, manose-fucose) do hospedeiro e moléculas de
superficie do parasito, principalmente os lipofosfoglicanos (LPG) e gp63 (Figura 1.13)
(Sacks e Sher, 2002; Turco e cols., 2001; Zambrano e cols., 2002). Ap6s a entrada do
parasito no macréfago, a LPG atua retardando a fusdo fagolisossomal, o que evita que a
forma promastigota seja destruida pelo ambiente &cido e inicie a diferenciacdo em
amastigota, que é uma forma mais adaptada a explosdo oxidativa do macréfago
(Dermine e cols., 2000; Desjardins e Descoteaux, 1997). Antes da transformacdo em
amastigota, a LPG e a gp63 ainda estdo envolvidas na inibicdo da proteina cinase C
(PKC) que possui sua translocagdo membranar diminuida (Giorgione e cols., 1996;
Moore e cols., 1993; Olivier e cols., 1992).
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Figura 1. 13. Mecanismos de evasdo em Leishmania spp. [adaptado de (Peters e Sacks, 2006)].

A PKC e as proteinas tirosina cinases (PTKSs), que sdo ativadas através de
diferentes estimulos externos, sdo de suma importancia na resposta microbicida do
macrofago, pois se relacionam a sintese de intermediérios reativos do oxigénio. A PKC
e as PTKs ativam a NADH oxidase, responsavel pela producdo de superdxido e
peréxido de hidrogénio pelo macréfago (Sacks e Sher, 2002). Desta forma, a inibicdo

destas compromete a resposta microbicida do macréfago frente ao patdgeno.

1.7. Quimioterapia das leishmanioses

Atualmente na clinica os farmacos de primeira escolha no tratamento das
leishmanioses sdo os antimoniais pentavalentes. O primeiro trabalho publicado acerca
do tratamento das leishmanioses utilizando o antiménio data do século passado, em
1912, pelo meédico brasileiro Gaspar Vianna que utilizava na clinica o antimonial
trivalente (Vianna, 1912). Visando diminuir os efeitos tdxicos dos sais trivalentes
surgiram 0s antimoniais pentavalentes na década de 20 e desde 1945 estdo disponiveis
duas formulagBes, o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e o

estibogluconato de sédio (Pentostam®) (Tabela 1.4). No Brasil a formulacéo utilizada
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para o tratamento clinico € o antimoniato de N-metilglucamina (Tabela 1.5) (Ministério
da Saude, 2010).

A forma de administracdo deste farmaco € por via intramuscular ou endovenosa
diariamente por periodos de 20 a 30 dias de acordo com a forma clinica (Tabela 1.5) e
que frequentemente requer hospitalizagdo acarretando desconforto para o individuo
acometido e elevando os custos. Até o momento, ndo se sabe precisamente o
mecanismo de acdo dos antimoniais, onde provavelmente sua acdo se da apos a reducgao
in vivo da forma pentavalente para a trivalente. Entretanto sabe-se que os antimoniais
agem em diferentes alvos fundamentais para o parasito como a glicélise, a beta-
oxidacdo de acidos graxos e a inibicdo da fosforilagdo do ADP, a inibicdo da
topoisomerase I, além de alterar o potencial tio-redox dos parasitos tornando-os mais
suscetiveis (Chakraborty e Majumder, 1988; Franco e cols., 1995; Wyllie e cols., 2004).

O fato dos antimoniais serem utilizados na clinica h4 mais de 60 anos néo
confere uma vantagem, pois estes medicamentos apresentam variados e severos efeitos
colaterais como nausea, dor abdominal, mialgia, nefrotoxicidade, pancreatite, arritmia
cardiaca, hepatotoxicidez além de indicios de inducdo de mutagénese (Berman, 1988;
Gasser e cols., 1994; Hepburn e cols., 1994; Léonard e Gerber, 1996; Sundar e cols.,
1998). Além desses inconvenientes existe uma taxa de ineficacia crescente devido aos
casos de resisténcia, sendo na india o seu uso descontinuado devido a este aumento
(Croft e Coombs, 2003; Lira e cols., 1999; Sundar e cols., 2000).

Tabela 1.4. Farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses (Singh e cols, 2004).

NOME: QUIMICO E COMERCIAL Estrutura Quimica
CHZNHCHy CH,OH
| |

HCO~__, _~0CH

Antimoniato de Meglumina HCD/S \OéH

[Glucantime®)

HﬁOH H EiOH

HCOH HCOH
[ I
CHpOH  CHaNHCHg

Estibogluconato de Sodio e

(Pentostam™®) Wy,

Isotionato de Pentamidina D“\.«’WO
{Pentamidina®] H?N\‘/©/ \@\’(NH;:
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Anfotericina B

(Fungizone®)

QH
r0‘-“/‘"]/H-r/\.u.rl\-‘[.”\\i!ﬁ\i“’#\. L OH
HOy - Q

OH OH OH OH 0, A .0

o e T N N N N OH

I
HGI\T"]:)H

Sulfato de Paramomicina

[Humatina®™)

Atualmente sdo utilizados como farmacos de segunda escolha a anfotericina B e

a pentamidina (Tabela 1.4). A anfotericina B (Fungizone®) é um antif(ingico usado

classicamente para micoses profundas a sua introducdo no tratamento das leishmanioses

ocorreu na década de 60, e a sua administracdo realizada através de infusdo endovenosa
(Carvalho e cols., 2000; Croft e Yardley, 2002; Croft e cols., 2006). A atividade

leishmanicida da anfotericina B é decorrente da sua afinidade por esterdis de esqueleto

ergostano, majoritarios na membrana plasmaética do parasito, formando poros levando a

lise do protozoario. Entretanto, este farmaco também pode se ligar ao colesterol, que é

componente principal da membrana plasmatica de mamiferos, gerando efeitos colaterais

sérios como anafilaxia, trombocitopenia, dores generalizadas, calafrios, febre, flebite,

anemia, convulsdes, anorexia e nefrotoxidez (Carvalho e cols., 2000).

Tabela 1.5. Esquema terapéutico do antimoniato de N-metilglucamina segundo a OMS no Brasil

[adaptado de (Ministério da Saude, 2006)].

Forma clinica

Dose

Tempo de duracéo

LC

LCD

LM

10-20 mg/Sb**/kg/dia
(recomenda-se 15mg/Sb**/kg/dia)
20 mg/Sb**/kg/dia

20 mg/Sb**/kg/dia

20 dias

20 dias

30 dias
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Na busca de minimizar os efeitos toxicos, novas formulagdes surgiram como a
anfotericina B associada & liposomos (AmBisome®) que dimuiu a toxicidade com
sucesso (Croft e Yardley, 2002). Contudo, o custo de sua producdo é significativamente
elevado (Sundar, 2001). No Brasil, o tratamento de casos de LMC com AmBisome®
tem sido descrito com sucesso (Sampaio e Marsden, 1997), estando outras formulagdes
disponiveis como o complexo lipidico de anfotericina B (Abelcet®) e anfotericina B em
dispersdo coloidal (Amphocil®) que também tem mostrado resultados promissores para
o tratamento das leishmanioses (Blum e Hatz, 2009).

A pentamidina é uma poliamina administrada por via parenteral, utilizada como
segunda escolha no tratamento de pacientes acometidos por LV resistente ao tratamento
com antiménio (Piscopo e Mallia, 2006). Sua atividade leishmanicida esta associada
com a interferéncia da sintese de poliaminas, inibindo a S-adenosil-L-metionina, a
ornitina descarboxilase (ODC) e a espermidina sintase (Basselin e cols., 1997).
Entretanto, o uso deste farmaco tem sido limitado devido a sua toxicidade levando a
sintomas como dores locais, dores de cabeca, hipotensdo, sincope, hipoglicemia,
nausea, vomitos, diarreia e cardiotoxicidade (David e cols., 2009; Goto e cols., 2010;
Ministério da Saude, 2007).

A miltefosina representa um avango recente no tratamento das leishmanioses,
sendo o Unico medicamento administrado por via oral. Foi desenvolvido inicialmente
pela ASTA Medica para o tratamento do cancer e sua atividade leishmanicida foi
descrita em 1987 sobre L. donovani e licenciada em 2002. Sua atividade sobre o
parasito se deve a interacdo com lipideos, fosfolipideos e esterdis da membrana
plasmaética (Barratt e cols., 2009; Rakotomanga e cols., 2007), bem como a interferéncia
da funcionalidade de diferentes enzimas relacionadas com o metabolismo de
fosfolipideos, culminando na inducédo de apoptose nos parasitos (Barratt e cols., 2009).
Os efeitos adversos citados sdo distirbios gastrointestinais como nauseas, vomito e
diarreia e toxicidade renal (JHA e cols., 1999; Sinderman e Engel, 2006). A miltefosina
é contra-indicada durante a gravidez devido ao seu potencial efeito teratogénico.

A paromomicina é um aminoglicosideo que teve sua atividade leishmanicida
demonstrada em 1968 por Neal e colaboradores (Tabela 1.4). Este farmaco tem sido
utilizado em formulagéo parenteral para o tratamento da LV em triagem clinica de fase
I11, e no tratamento da LC em formulacéo topica e parenteral (Croft e cols., 2006). Trés

preparacOes de pomadas de paromomicina tém sido utilizadas para LC apresentando
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resultados variaveis. Os efeitos adversos encontrados nos pacientes tratados com essas
formulacGes foram erupcdes cutaneas e prurido local (Sundar e Chakravarty, 2008).

Outras propostas terapéuticas alternativas também tém sido avaliadas como a
utilizacdo do alopurinol em associacdo com o antiménio que tem apresentado resultados
divergentes. Outros compostos como a dapsona, a rifampicina, a azitromicina, a
sitamaquina, o imiquimod, dentre outros também tém tido sua atividade leishmanicida
testada (Goto e cols., 2010; Singh e cols., 2004; Tuon e cols., 2008).

1.7.1. Derivados azolicos

Az0is sdo conhecidos pela sua ampla utilizacdo na quimioterapia de infecgdes
fangicas e em meados de 1980 teve descrita a sua atividade leishmanicida (Bermam e
cols., 1984). Os azois sao assim definidos, pois sdo sistemas heterociclicos nitrogenados
aromaticos de cinco membros que podem conter adicionalmente oxigénio ou enxofre e
podem ser classificados em: pirazol, imidazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol, tetrazol e
pentazol. De forma geral possuem grande importancia farmacol6gica e alguns destes
tém sido utilizados de forma alternativa para o tratamento da LC.

O cetoconazol, antifingico que possui em sua estrutura um sistema imidazdlico,
€ um conhecido inibidor da C-14 desmetilase inibindo a biossintese dos esterdis do
parasito, sendo utilizado em alguns casos clinicos de LC (Figura 1.14) (Blum e cols.,
2009). Alguns resultados também indicam sua eficacia no tratamento da LV (Singh e
cols., 2004). Outros antifungicos como o itraconazol e o fluconazol apresentam nas suas
estruturas o sistema 1,2,4-triazol sendo também conhecidos inibidores da biossintese de
esterdis (IBEs).

O itraconazol ja foi avaliado para o tratamento da LC e LMC no Novo Mundo
(Figura 1.14) (Amato e cols., 2007; Consigli e cols., 2006; Firooz e cols., 2006; White e
cols., 2006) enquanto o fluconazol foi estudado apenas no tratamento da forma cutanea
(Alrajhi e cols., 2002; Blum e cols., 2009). Outro derivado triazolico, o posoconazol
tambeém se mostrou eficaz no tratamento da infeccdo cutdnea em modelo murino (Al
Abdely e cols., 1999).
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Figura 1.14. Estruturas quimicas dos inibidores da biossintese do ergosterol (Roberts e cols., 2003).

Os antifingicos imidazoélicos e triazdlicos fazem parte da mesma classe de
substancias nitrogenadas heterociclicas dos tetrazdis sendo descritos por sua atividade
leishmanicida através da inibicdo da biossintese de esterdis (Beach e cols., 1986;
Berman e cols., 1986; Goad e cols., 1984; Ramos e cols., 1994). Alguns dos tetrazdis
utilizados atualmente na clinica sdo o losartan (Corus®, Cozaar®) e o valsartan
(Diovan® Tareg®), que atuam blogueando o0s receptores AT1 da angiotensina II,
revertendo os efeitos vasoconstritores e da secrecdo da aldosterona, promovendo a
atividade anti-hipertensiva (Bhuiyan e cols., 2009; Hanayama e cols., 2012).

Os tetrazOis também apresentam diferentes atividades biolégicas como acao
antiiflamatoria, antitumoral, antimalarica e antifungica (Bepary e cols., 2008; Biot e
cols., 2004; Culakova e cols., 2012; Romagnoli e cols., 2012; Upadhayaya e cols.,
2004). Recentemente, um novo derivado tetrazolico com atividade antifungica (7-
clorotetrazolo [5,1- c] benzo [1,2,4]triazina, CTBT) foi descrito como indutor de
estresse oxidativo, aumentando a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em
quatorze fungos testados (Culakova e cols., 2012). Entretanto, ainda ndo existem
descricdes sobre a atividade leishmanicida de derivados tetrazélicos. Neste contexto, na
busca continua por novos protdtipos promissores, diferentes derivados tetrazélicos
foram sintetizados e a sua atividade leishmanicida in vitro e in vivo avaliada, assim
como a interferéncia na biossintese de esterdis e seu efeito sobre o metabolismo

oxidativo de L. amazonensis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Avaliar o potencial terapéutico de novos derivados tetrazdlicos em ensaios pré-

clinicos de leishmaniose cutnea experimental.

2.2. Objetivos especificos:

= Avaliar a atividade leishmanicida in vitro de novos derivados tetrazolicos;

= Avaliar a seletividade do prot6tipo selecionado sobre o parasito e a toxicidade

sobre a célula hospedeira;

= Avaliar a atividade do protétipo selecionado em modelo murino de LC bem

como a sua toxicologia renal e hepatica;

» |nvestigar o mecanismo de a¢do do protdtipo selecionado;
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3. METODOLOGIA

3.1. Farmacos

3.1.1. Derivados tetrazdlicos

Foram planejados e sintetizados nove derivados tetrazolicos no Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense e gentilmente cedidos como parte de um
projeto de colaboracdo pelo Dr. Mauricio Santos e pela Dr* Alice Maria Rolim

Bernadino.

3.1.2. Antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime, Sanofi-Aventis)
Utilizado como referéncia no experimento in vivo, foi gentilmente cedido pela

Farméacia do Instituto de Pesquisas Evandro Chagas (FIOCRUZ).

3.2. Parasitos

Foram utilizados para os ensaios in vitro e in vivo parasitos da espécie L.
amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016), previamente isolados de lesdes de
camundongos infectados. Os parasitos foram mantidos a 26 °C em meio Schneider
(Sigma, Sant Louis, EUA), acrescido de 10 % de soro fetal bovino (SFB), 100 Ul/mL

de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, até a quinta passagem.

3.3. Animais

Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos BALBI/c, fornecidos pelo
Centro de Criacdo de Animais de Laboratdrio da Fiocruz (CECAL/FIOCRUZ — RJ). Os

estudos realizados com estes animais foram aprovados pelo Comité de Etica de
Utilizagdo de Animais — CEUA (Licenca CEUA — LWO07/2010).
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3.4. Atividade in vitro dos novos derivados tetrazélicos

Atividade antipromastigota

Para avaliar a atividade antipromastigota dos derivados tetrazolicos
promastigotas de L. amazonensis mantidas em meio Schneider, foram centrifugadas e o
sobrenadante armazenado. Os parasitos foram ressuspendidos (1x10’ parasitos/mL) no
sobrenadante previamente armazenado. As promastigotas foram entdo incubadas por
24h na presenca de concentracdes variadas dos derivados tetrazolicos (25-400uM) em
placas de 96 pocos (Costar, Nova lorque, USA) a 26 °C.

Apbs o periodo de incubacdo, foram adicionados 22uL de MTT (5mg/mL)
(brometo de tiazolil azul tetrazolio, Sigma) por poco. Este ensaio colorimétrico do MTT
consiste na reducdo deste composto por redutases mitocondriais, formando cristais de
formazana, que séo sollveis em solventes organicos. Baseado neste principio, apds 2h
da adicdo do MTT, foram adicionados 80uL de DMSO por poco (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) e realizada a leitura da densidade Optica no comprimento de onda de 570nm em
leitor de microplaca (uQuant Bio-Tek Instruments, Winooski). O céalculo do ICs
(concentracdo que mata 50% dos parasitos) foi feito por analise de regressdo

logaritmica.

Atividade antiamastigota

Para avaliar a atividade sobre amastigotas intracelulares, macr6fagos murinos
foram obtidos por lavagem peritoneal em camundongos BALB/c com 5mL de meio
RPMI gelado suplementado com 10% de SFB (Sigma, Sant Louis, USA). Macréfagos
peritoneais (2x10%/mL foram plaqueados em camaras LAB-TEK (Nunc, Nova lorque,
EUA). Apds 1h, as culturas foram lavadas com meio RPMI para remocgédo das células
ndo aderentes e infectadas com promastigotas de L. amazonensis (3 parasitos/
macrofago). Posteriormente, as células foram incubadas a 37°C e 5% CO, e apds 4h, as
camaras foram lavadas para remover os parasitos livres. A cultura foi entdo incubada
com os derivados tetrazolicos em diferentes concentracdes (0-200uM) por 72h a 37°C e
5% CO,, as laminas foram coradas com Instant Prov (Newprov, Curitiba, Brasil) e

atividade antiamastigota avaliada microscopicamente por contagem de pelo menos 100
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macrofagos por amostra. Os resultados foram expressos em indice de infecgdo (IF),
utilizando a seguinte formula: IF = % de células infectadas X numero de
amastigotas/nimero total macrofagos. O célculo do ICsy foi feito por analise de

regressao logaritmica.

3.4.1. Avaliagéo da citotoxicidade

A citotoxicidade dos tetrazois foi avaliada por duas metodologias distintas: por
ensaio com MTT e pela dosagem de lactato desidrogenase no sobrenadante das culturas.
Inicialmente, macréfagos peritoneais murinos néo infectados foram plaqueados (2x 10°)
em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e incubados com os derivados
tetrazélicos em diferentes concentracfes a 37°C com 5% CO,, por 72h. Ap6s o0 periodo
de incubacdo o sobrenadante foi retirado e sobre as células foram adicionados 200uL de
PBS contendo MTT 5mg/mL por pogo. Apds o periodo de 2h de incubacdo, o
sobrenadante foi descartado, 80uL de DMSO foram adicionados por poco e a leitura da
densidade oOptica realizada no comprimento de onda de 570nm em leitor de microplaca.

Para dosar a lactato desidrogenase (LDH) liberada por células que tiveram a sua
membrana plasméatica rompida, macrofagos peritoneais murinos infectados com L.
amazonensis foram incubados com o prot6tipo MSN20 em diferentes concentragdes por
72h. Apos o periodo de incubacdo, os sobrenadantes foram retirados e a liberacdo da
enzima quantificada através da utilizacdo de kit comercial (Doles, Goiania, Brasil). A
leitura da densidade Optica foi realizada no comprimento de onda de 510nm em leitor de
microplaca. Os resultados foram expressos através do calculo do LDs (dose letal para
50% das células hospedeiras) e do indice de seletividade (IS) (LDso/ICso em amastigota

intracelular).

3.4.2. Produc&o de Oxido Nitrico (NO)

A producdo de oxido nitrico foi estimada indiretamente pela quantificacdo de
nitrito no sobrenadante, como descrito por Green e cols. (1982). Macrofagos peritoneais
murinos (2x10°/mL) infectados por L. amazonensis, foram incubados com MSN20 em
diferentes concentracdes a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,, pelo periodo de 72h. Em
paralelo, macréfagos de linhagem J774 (1x10%/mL) n&o infectados foram estimulados
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com LPS (5pug/mL) e IFN-y (1ng/mL) e incubados com diferentes concentracbes do
protétipo MSN20 (25-100uM) a 37°C em atmosfera de 5% de CO, pelo periodo de 72h.
Apo6s o periodo de incubagdo, os sobrenadantes foram coletados e adicionados com
igual volume de reagente de Griess. Como padréo foi efetuada uma curva de nitrito de
sodio (NaNOy) a partir de solucdo estoque (200mM). Apds a adicdo do reagente de
Griess, foi mantida uma curta incubacdo de 20 min e realizada a leitura da densidade
Optica no comprimento de onda de 540nm em leitor de microplaca.

3.5. Atividade in vivo

Camundongos BALB/c (5 por grupo), foram infectados no orelha direita com
promastigotas de L. amazonensis (2 x 10°). O tratamento teve inicio 72h ap6s a infeccéo
de forma semelhante a descrita por Mendez e cols. (2009). Os animais infectados foram
tratados por via oral com 30 mg/kg/dia e 7,5 mg/kg/dia de MSN20 por 46 dias. Os
animais tratados com 30 mg/kg/dia de MSN20 foram infectados no dia zero e ap06s o
terceiro dia deu-se inicio ao tratamento que foi ininterrupto até o décimo terceiro dia,
apos esse periodo o tratamento foi realizado cinco vezes por semana até o quadragésimo
nono dia. Os animais tratados com 7,5 mg/kg/dia de MSN20 também foram infectados
no dia zero e ap6s o terceiro dia o tratamento deu-se inicio e mantido ininterruptamente
até o quadragésimo nono dia. Os animais controle foram tratados ou ndo por via
intraperitoneal (IP) com 60 mg/kg/dia de antimoniato de meglumina (Glucantime®),
ininterruptamente até o quadragésimo nono dia. O curso da doenca foi acompanhado
medindo-se a espessura da orelha infectada com paquimetro (Mitutoyo, Sdo Paulo,
Brasil), a cada 3 dias num total de 46 dias de tratamento. No final do experimento, 0s
animais foram eutanasiados por inalacéo controlada de CO,, conforme preconizado pelo
Manual de Utilizacdo de Animais/Fiocruz e a carga parasitaria da orelha infectada foi

estimada pela analise por dilui¢do limitante.
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3.5.1. Toxicologia renal e hepatica

A coleta de sangue para andlise bioquimica foi realizada de acordo com o
Manual de Utilizacdo de Animais/Fiocruz. As amostras coletadas foram centrifugadas a
3000g por 10 min. O soro obtido foi utilizado para analise dos seguintes parametros
séricos: alanino aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), além de
fosfatase alcalina, para verificar a funcdo hepética. Os parametros creatinina, acido
arico e ureia foram avaliados para verificar a funcdo renal. Essas analises foram
realizadas através da Plataforma de Analises Clinicas de Animais de Laboratorio da

Fundagao Oswaldo Cruz.

3.6. Avaliacdo do mecanismo de a¢cdo da MSN20

3.6.1. Efeito do prototipo MSN20 sobre o perfil de esterois

Promastigotas de L. amazonensis (1x10°) foram incubadas na auséncia e
presenca de diferentes concentracbes de MSN20 em meio Schneider a 26°C por 72h.
Como controle positivo, os parasitos foram incubadas em paralelo com 6uM de
cetoconazol, um conhecido inibidor da C-14 desmetilase. Ap6s 72h, as promastigotas
foram centrifugadas, lavadas em PBS e ao pellet foi adicionada uma mistura de
cloroférmio: metanol (2:1). Apos a extracdo, o solvente foi evaporado em atmosfera de
N, e os lipidios ressuspendidos em cloroférmio. As placas de silica gel (60F;s4; Merck)
foram previamente impregnadas com nitrato de prata 1% em metanol. Os solventes
utilizados para ascender pela placa em um primeiro momento foram hexano (60 ml),
éter dietilico (40 ml) e acido acético (1 ml), na segunda corrida foram utilizados hexano
(80 ml), cloroférmio (20 ml) e &cido acético (1 ml). As amostras “plotadas” na placa de
silica gel foram reveladas com reagente de Charring (8% H3PO,4. 10% CuSO,; 5H,0) e
posterior aquecimento em estufa a 200°C. As amostras entdo foram analisadas por

cromatografia em camada fina (TLC).
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3.6.2. Efeito do prototipo MSN20 sobre a producéo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO)

Promastigotas foram incubadas com diferentes concentragdes de MSN20 (25-
100uM) a 26°C. Ap6és 1, 2, 4 e 24 horas de incubacdo, os parasitos (1x10’
parasitos/mL), foram lavados trés vezes e ressuspendidos em 600uL de solucdo salina
balanceada de Hanks (HBSS) e foram plaqueados em triplicatas (200pL). A cada
amostra foram adicionados 4uL de H,DCFDA por pog¢o (ImM) (diacetato de 2°7’-
diclorodiidrofluoresceina) (Invitrogen, Eugene, EUA). As amostras foram incubadas ao
abrigo da luz por 30 min. A analise foi realizada em espectrofluorimetro (Spectra Max
GEMINI XPS- Molecular Devices, Silicon Valley, EUA) com excitagdo a 507nm e a

530nm emissao.

3.6.3. Efeito do protétipo MSN20 sobre a integridade da membrana
plasmatica

Promastigotas foram incubadas por 24h com diferentes concentracdes (0-
100uM) da MSN20. Os parasitos (5x10%/mL) foram incubados com 10uL de iodeto de
propideo (P1) (Img/mL) por 10 min e mantidas refrigeradas até 0 momento da analise.
O controle positivo foi obtido pelo aquecimento das células que foram levadas ao
banho-maria por 10 min a 65°C. Os dados foram adquiridos no citdmetro de fluxo
FACSCalibur utilizando-se o canal FL-2 e posteriormente analisados no programa

Summit v4.3.

3.6.4. Efeito do protétipo MSN20 sobre o potencial de membrana

mitocondrial (AWYm)

O potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) de promastigotas de L.
amazonensis foi avaliado por duas ferramentas distintas: citometria de fluxo e por
espectrofluorimetria. Os parasitos foram incubados com concentragdes de 0-100uM do
prototipo selecionado (MSN20) por 24h a 26°C. Para citometria de fluxo as

promastigotas foram ajustadas para a concentracdo de 5x10%/mL e incubadas com
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10pg/mL de rodamina 123 (Sigma-Aldrich) por 20 min protegido da luz. Como controle
positivo células ndo tratadas foram incubadas com 20uM FCCP (Carbonil cianeto 4-
(trifluorometoxi) fenil hidrazona) por 20 min previamente & incubagdo com rodamina
123. A obtencéo dos dados foi realizada no citdmetro de fluxo FACSCalibur utilizando-
se 0 canal FL-1. Os dados foram posteriormente analisados no programa Summit v4.3.
A andlise das alteracbes na intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 foi
quantificada a partir do indice de Variacio (IV) obtido pela equacgdo: (MT - MC) /MC
(Menna-Barreto e col., 2009) onde MT é a mediana de fluorescéncia dos parasitos
tratados e MC é a mediana de fluorescéncia dos parasitos controle.

Alternativamente, promastigotas tratadas (2x10%) com MSN20 por 24h em
diferentes concentracdes foram lavadas em PBS, ressuspendidas em HBSS e 10uL do
corante catidnico JC-1 (iodeto de 5,57,6,6 -tetraclorol,1,3,3 -
tetraetilbenzimidazolocarbocianina) (Sigma-Aldrich). Os parasitos foram incubados por
10 min protegidos da luz e em seguida centrifugados por 20 mins. Apds a centrifugacéo,
0s protozoarios foram ressuspendidos em HBSS e transferidos para placas negras de 96
pocos. As amostras foram analisadas em espectrofluorimetro (Spectra Max GEMINI
XPS - Molecular Devices) nos comprimentos de onda 480/485nm de excitacdo e
530/590nm de emissdo. A andlise da razdo entre intensidade de fluorescéncia
vermelha/verde foi quantificada e representa o potencial mitocondrial.

3.6.5. Efeito do protdtipo MSN20 sobre o ciclo celular

Promastigotas (1x10%/mL) foram incubadas com MSN20 (0-100puM) pelo
periodo de 24 e 48 h, ajustadas, fixadas em etanol 70% e mantidas a -20°C por 1h. Apds
a fixacdo as células foram centrifugadas e pellet ressuspendido em 500uL de RNAse
(200pg/mL) solubilizada em PBS e mantidas por uma hora a 37°. Posteriormente,
adicionou-se 20 pL de iodeto de propideo (PI) (Lmg/mL) e os parasitos foram mantidos
protegidos da luz em temperatura ambiente por 20 min. Os dados foram adquiridos no
citbmetro de fluxo FACSCalibur utilizando-se o canal FL-2. Posteriormente, os dados

foram analisados no programa Summit v4.3.
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3.6.6. Efeito do prototipo MSN20 na fragmentacéo de DNA

A avaliagdo da ocorréncia de fragmentacdo de DNA foi realizada através do
ensaio de TUNEL (Promega, Madison, EUA). Promastigotas foram incubadas com
MSN20 em diferentes concentracfes (25-100uM) pelo periodo de 48h. Parasitos nao
tratados foram incubados com DNAse (5ug/mL) por 10 min em temperatura ambiente e
utilizadas como controle positivo. Os protozoarios foram incubados (1x10’/mL) com a
solucéo de fixacdo/ permeabilizacdo (1mL) por 30 minutos a 25°C. Em seguida, foram
lavados e foi adicionado o tampdo de equilibrio (80uL) por 5 min. As células foram
centrifugadas e ressuspendidas no tampao de marcagdo (51pL) e mantidas por 1h a
37°C, ao abrigo da luz. A reacdo foi interrompida por adicdo de EDTA (20mM) e as
células foram centrifugadas e ressuspendidas em solucdo de BSA 5mg/mL + 0,1% de
Triton-X-100. Em seguida, as células foram novamente centrifugadas, lavadas e
ressuspendidas em 500puL de solucdo de RNase (250pg/mL) em PBS. Os dados foram
adquiridos no citdometro de fluxo FACSCalibur utilizando-se o canal FL-1.

Posteriormente, os dados foram analisados no programa Summit v4.3.

3.7. Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados no minimo em triplicata e repetidos
pelo menos 2 vezes. As andlises estatisticas foram realizadas no programa Graph Pad

Prism 5.0. Os dados foram comparados pelos testes ANOVA com poés-teste de
Bonfferroni ('p<0,05, ~p<0,001, " p<0,001) e teste t de Student.
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4. RESULTADOS

4.1. ATIVIDADES ANTIPROMASTIGOTA E ANTIAMASTIGOTA

Na busca por novos prototipos promissores, uma série de nove derivados
tetrazolicos foi sintetizada. Entre os derivados da série, a unica diferenca estrutural
reside na natureza ou na posi¢do dos substituintes ligados ao anel aromatico (inserto na
tabela 4.1) e inicialmente foi investigada a atividade leishmanicida in vitro dos
diferentes prototipos.

Primeiramente os derivados foram avaliados contra promastigotas L.
amazonensis pelo periodo de 24h. Dentre os derivados testados, apenas os halogenados
2-Cl (MSNO08), 2-F (MSNQ09), 3-Br (MSN14) e o metoxilado na posi¢do 4 (MSN20)
apresentaram atividade antipromastigota (ICsp < 100uM). Desta série, o derivado 4-
metoxi (MSNZ20) foi o mais ativo dentre 0s novos protétipos tetrazélicos testados com
ICso de 37,1 UM (Tabela 4.1).

Promastigotas tratadas com MSN20 por 72h apresentaram alteracGes
morfolégicas como o arredondamento do corpo celular quando observadas por
microscopia de luz (Figura 4.1).

400x

Figura 4.1. O prototipo MSN20 induz alteragcGes morfologicas em promastigotas. (A) Promastigotas de
L. amazonensis ndo tratadas apresentam corpo celular tipicamente alongado. (B) Parasitos incubados com
MSN20 (100uM) por 72h apresentam corpo celular arredondado, quando observados por microscopia de

luz. Setas vermelhas indicam o fenétipo predominante em cada condicao.
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Tabela 4.1. Relacdo estrutura-atividade dos derivados tetrazélicos sobre as formas promastigotas e

amastigotas intracelulares de L. amazonensis.

N Compostos R’ ICso (UM)/24h
N
N\ / Promastigotas Amastigotas
\
H
/ \ MSNO1 3886 130,5
N
NH
\N 2
‘ MSN02 379+3.1 -
Rl
Cl
Estrutura quimica
P - Cl
basica dos derivados MSNO8 @/ 75,8+ 7.2 46,5
.
MSN09 ©/ 91,4+0.1 >100
MSN10 Q 102,6+13.1 97,0
F
MSN11 @\ 144,8+0.0 ]
F
MSN14 @\ 78,543.4 106,6
Br
MSN20 ; 37,1+1.0 22,3

OMe




O derivado 4-metoxi (MSN20) mostrou-se 0 mais ativo contra amastigotas
intracelulares dentre todos os derivados tetrazolicos da série, com ICso de 22,3 uM
(Tabela 4.1). O indice de infeccdo, que correlaciona o numero de amastigotas
intracelulares e o percentual de macrdfagos infectados, também apresentou reducao
dose dependente (Figura 4.2).

Os macrofagos peritoneais murinos infectados com L. amazonensis e tratados
com o protétipo MSN20 ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas a microscopia de
luz. Nao foi observado efeito tdxico aparente durante o tratamento com diferentes
concentragcfes de MSN20 pelo periodo de 72 h, sugerindo que o protdtipo é

seletivamente citotoxico para os parasitos (Figura 4.3).
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Figura 4.2. Atividade antiamastigota do protétipo MSN20. Macréfagos peritoneais murinos foram
infectados com promastigotas de L. amazonensis e tratados com MSN20 nas concentra¢fes indicadas.
Este grafico é representativo de 3 experimentos realizados em triplicatas (n =3). * p<0,05, ** p<0,01, ***

p<0,001 em relagdo ao controle.
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Figura 4.3. Fotomicrografia de macrofagos infectados e tratados com MSN20 por 72h. Macréfagos
peritoneais murinos infectados com L. amazonensis foram incubados com o protétipo MSN20. (A)
Controle; (B) MSN20 (25uM); (C) MSN20 (50uM); (D) MSN20 (100pM); (E) MSN20 (200uM); (F)
Macrofagos ndo infectados. Observe as setas em vermelho indicando os parasitos intracelulares

encontrados no tratamento com as menores concentragdes do prototipo.

4.2. AVALIACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DOS DERIVADOS
TETRAZOLICOS EM MACROFAGOS PERITONEAIS MURINOS

Para investigar os efeitos citotoxicos dos derivados tetrazolicos sobre a célula
hospedeira, macrofagos peritoneais murinos foram incubados com os diferentes
prototipos pelo periodo de 72h e a viabilidade avaliada colorimetricamente por ensaio
com MTT (Tabela 4.2). MSN20 apresentou LDs (dose letal pra 50% das células
hospedeiras) igual a 210,6uM (Figura 4.4) e indice de seletividade (LDso/ICso em
amastigota intracelular) igual a 9,42 de forma que € necessario uma concentracdo 9
vezes maior do que a concentracdo que mata 50% dos parasitos intracelulares pra

causar efeitos toxicos para a célula hospedeira.
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Tabela 4.2. Efeitos citotoxicos dos derivados tetraz6licos. Macréfagos peritoneais murinos foram
incubados com diferentes concentracdes dos derivados tetrazdlicos pelo periodo de 72h. A viabilidade
celular foi avaliada colorimetricamente por ensaio com MTT.

DERIVADOS TETRAZOLICOS LDs, (M)
MSNO1 >500
MSNO2 >500
MSNO04 192,2
MSNO8 185,2
MSNO09 93,92
MSN10 >250
MSN11 >500
MSN14 500
MSN20 210,6

Adicionalmente, o protétipo MSN20 teve seu efeito citotdxico corroborado
através da dosagem de LDH. A dosagem de LDH no sobrenadante dos macrofagos
infectados revelou que o tratamento com MSN20 ndo alterou significativamente a
concentracdo desta em relacdo ao controle (Figura 4.5). Somente em concentracdes
elevadas, como 100 pM de MSNZ20 foi detectado um aumento significativo da enzima

no sobrenadante.
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Figura 4.4. Efeito citotéxico do prot6tipo MSN20. Macrofagos peritoneais murinos foram incubados
com MSN20 em diferentes concentracdes pelo periodo de 72h. A viabilidade celular foi avaliada
colorimetricamente por ensaio com MTT. Este grafico é representativo de 3 experimentos realizados em

triplicatas (n =3). * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 em relacdo ao controle.
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Figura 4.5. Efeito citotoxico do protétipo MSN20 por dosagem de LDH. Macré6fagos infectados com L.
amazonensis foram incubados na auséncia e na presenca de MSN20 por 72 h a 37°C. A pentamidina foi
utilizada como farmaco de referéncia. *U.lI/L: Unidades internacionais por litro. Este gréfico é
representativo de 2 experimentos realizados em triplicatas (n =3). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em

relagdo ao controle.

4.3. AVALIACAO DO EFEITO DA MSN20 SOBRE A PRODUCAO DE
OXIDO NITRICO (NO)

Macrdfagos peritoneais murinos infectados e tratados com MSN20 em diferentes
concentragcdes por 72h tiveram a determinacdo indireta de NO realizada por dosagem
em sobrenadantes de cultura do seu metabdlito nitrito, através da reacdo de Griess. A
andlise da produgéo de nitrito apontou uma tendéncia estatisticamente ndo significativa
de reducdo de producdo de NO (Figura 4.6). Experimentais adicionais utilizando
estimulos indutores da iNOS foram realizados. Macrofagos de linhagem J774 sem
qualquer infeccdo, estimulados com LPS (5ug/mL) e IFN-y (1ng/mL) foram tratados
com diferentes concentracdes do protdtipo MSN20. A anélise da producdo de nitrito

apresentou reducgéo da producéo de NO dependente da concentracdo (Figura 4.7).
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Figura 4.6. Dosagem de nitrito. Macrofagos peritoneais murinos infectados com L. amazonenis foram
incubados com MSN20 por 72h. O nitrito no sobrenadante foi quantificado com base na reacdo de Griess.
Este grafico é representativo de 2 experimentos realizados em triplicatas (n =3). * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001 em relagdo ao controle.

*kk
1.04 T *kk
< *kk 1
=
=2 -
S
T 051
'2 *kk
oo'--:=I S I N N N N NN
¢ O DD DD
Q.O\’ o N X R Q\?® Q\?® <,,$
oy 0 V& @
S < ARGIIAN Q NS Q S
& é'q’b- éq’g G)@/ Gaéq/ @9 @éq’ @éq’
P ¥ Y@ ¥
> | —— | - |
X sem estimulo ~ com estimulo
\9"0

Figura 4.7. Dosagem de nitrito. Macréfagos de linhagem J774 foram estimulados com LPS (5ug/mL) e
IFN-y (1ng/mL) e incubados com MSN20 por 72 horas a 37°C com 5% CO,. O nitrito no sobrenadante
foi quantificado com base na reacéo de Griess. Este grafico é representativo de 2 experimentos realizados

em triplicatas (n =3). * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 em rela¢do ao controle.
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4.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DA MSN20 in vivo POR
VIA ORAL

Considerando os resultados dos experimentos in vitro, avaliou-se a eficacia da
administracdo oral de MSN20 no modelo murino de LC. O tratamento com MSN20 foi
eficiente e reduziu o desenvolvimento da leséo no modelo murino de leishmaniose
cutanea (Figura4.8 ae b).

O tratamento com 7,5 mg/kg/dia de MSN20 apresentou uma reducdo a partir do
vigésimo oitavo dia, entretanto a concentragdo administrada ndo foi suficiente para
manter a reducdo no tamanho das lesdes até o término do tratamento (Figura 4.8 a).
Quando a concentracdo foi aumentada para 30 mg/kg/dia de MSN20 o tratamento foi
eficiente e reduziu significativamente as lesdes a partir do vigésimo oitavo dia (Figura
4.8 b).

A carga parasitéria nas lesdes foi analisada ao término dos 46 dias de tratamento
e também apresentou reducdo significativa em todos os grupos tratados com MSN20
(30 mg/kg/dia e 7,5 mg/kg/dia) em relacdo ao grupo controle que recebeu apenas o
veiculo (Figura 4.9).

E importante ressaltar que durante o tratamento nio foram observados sinais de
toxicidade nos camundongos como, reducdo significativa do peso, perda de pélos ou

letargia.
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Figura 4.8. Atividade in vivo da MSN20 por vias sistémicas. Camundongos BALB/c infectados por via
subcutanea na orelha direita com 2 x 10° promastigotas de L. amazonensis. (A) Tratados por via oral com
7,5 mg/kg/dia. (B) Tratados por via oral com 30 mg/kg/dia de MSN20. Como controle positivo
camundongos foram tratados com 60 mg Sb**/kg/dia de Glucantime® por via intraperitoneal. O
desenvolvimento da lesdo foi acompanhado 2 vezes por semana, medindo a orelha infectada com
paquimetro. Ao final do tratamento os animais foram eutanasiados. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em

relagdo ao controle.
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Figura 4.9. Reducdo da carga parasitaria apds o tratamento por via oral com MSN20. *p<0,05, **

p<0,01, *** p<0,001 em relacdo ao controle.

45. AVALIACAO TOXICOLOGICA SISTEMICA DO TRATAMENTO in

vivo

Marcadores sorologicos foram avaliados em animais tratados por via oral com
MSN20. Ndo houve diferencas significativas nos niveis séricos das transaminases
hepéaticas (ALT e AST) bem como nos niveis de fosfatase alcalina (Figura 4.10). E
importante ressaltar que todos os grupos apresentaram resultados dentro dos valores de
referéncia de cada um dos marcadores sorologicos dosados para investigar a atividade
hepética. Para avaliar se o tratamento com o protétipo gerou dano renal foram dosados
0s niveis séricos de creatinina, &cido Urico e uréia. O protétipo MSN20 ndo elevou
significativamente os niveis sericos de nenhum dos parametros avaliados (Figura 4.11),
sendo observado um aumento nos niveis séricos de creatinina apenas apos tratamento
com 60 mg/Kg/dia de Glucantime. Os grupos apresentaram resultados dentro dos
valores de referéncia dos marcadores creatinina e acido Urico e todos 0S grupos

apresentaram valores de uréia superiores aos valores de referéncia.
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Figura 4.10. O tratamento sistémico com MSN20 néo alterou marcadores hepaticos de toxicidade. No dia
49 ap0s a infeccédo, o sangue foi coletado, e o soro utilizado para a determinacdo colorimétrica de alanino
aminotransferase (ALT), aspartato transaminase (AST) e fosfatase alcalina (FAL), como pardmetros de

toxicidade para o figado. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em relacdo ao controle.
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*Valor de referéncia: 18,00 a 29,00 mg/dL

Figura 4.11. O tratamento sistémico com MSN20 ndo alterou marcadores renais de toxicidade. No dia 49

apos a infecgdo, o sangue foi coletado, e o soro utilizado para a determinacdo colorimétrica de creatinina,

acido Urico e uréia, como parametros de toxicidade renal. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em relagdo
ao controle.
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4.6. AVALIACAO DO EFEITO DA MSN20 SOBRE O METABOLISMO DE
ESTEROIS DO PARASITO

O efeito da MSN20 sobre a biossintese de ergosterol foi investigado por TLC.
Promastigotas foram tratadas com concentragdes superiores ao I1Csy € como controle
positivo, foram tratadas com cetoconazol (6puM) que € inibidor da C-14 desmetilase.
Entretanto, em todos os extratos de parasitos tratados com MSN20 néo houve alteracao

no perfil de esterdis, mesmo na maior concentracdo de 100uM (Figura 4.12).

A

Colesterol

A

Ergosterol
Desidroepisterol

A

Figura 4.12. A MSN20 ndo interfere com a biossintese de esterois. Promastigotas foram incubadas na
auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de MSN20 (50-100uM) e 6uM de Cetoconazol por
72h. Os lipideos neutros foram extraidos e a separagdo foi realizada em cromatografia de camada fina
(TLC). 1- Controle; 2- MSN20 (100uM); 3- MSN20 (50uM); 4- Cetoconazol 6uM; 5-Colesterol.
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4.7. AVALIACAO DO EFEITO DA MSN20 SOBRE A PRODUGCAO DE
ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Para investigar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em formas
promastigotas, foi utilizado o marcador H,DCFDA. Promastigotas foram incubadas
com diferentes concentracbes de MSN20 pelo periodo de 1, 4 e 24 horas. O tratamento
com o protétipo MSN20 em diferentes concentragdes ndo revelou aumento significativo
na geragéo de ERO (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio. Promastigotas foram incubadas na auséncia
e na presenca do MSN20 em diferentes concentragdes pelo periodo de 1, 4 e 24 horas e posteriormente
incubadas com H,DCFDA. O tratamento com o prot6tipo MSN20 nao revelou aumento significativo na
producdo de ERO. Este gréafico é representativo de 3 experimentos realizados em triplicatas (n =3). *

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em relacdo ao controle.
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4.8. AVALIACAO DO EFEITO DA MSN20 SOBRE A INTEGRIDADE DA
MEMBRANA PLASMATICA

Para avaliar se o tratamento com o MSN20 induz perda da integridade nas
membranas de promastigotas utilizou-se a marcagédo de parasitos ndo fixados com Pl e
posterior analise por citometria de fluxo. O PI € um conhecido intercalante de DNA que
ndo atravessa membranas celulares integras, de forma que a marcacéo por este corante é
um método eficaz para analisar a integridade de membranas celulares.

O tratamento com 0 MSN20 néo alterou a integridade da membrana celular, de
forma que células tratadas e ndo tratadas ndo apresentaram marcacdo de Pl (Figura

4.14), apresentando perfil distinto ao controle positivo.

450

Figura 4.14. A MSN20 ndo altera a integridade da membrana plasmatica de promastigotas.
Promastigotas foram tratadas com diferentes concentragdes de MSN20 (12,5-100uM) por 24h e
posteriormente foram incubadas com Pl. Como controle positivo, células ndo tratadas foram aquecidas a
65°C por 10 min. Vermelho: controle; verde: 12,5uM MSN20; azul marinho: 25uM MSNZ20; cinza:
50uM MSN20; azul claro: 100uM; rosa: controle positivo. A sobreposicdo é representativa de 3

experimentos.. Os histogramas foram obtidos usando-se o programa Summit v4.3.
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4.9. AVALIACAO DO EFEITO DA MSN20 SOBRE O (A¥m)

Para investigar se o tratamento com MSN20 induz a perda do potencial de
membrana mitocondrial (AWm), utilizou-se duas abordagens distintas por citometria de
fluxo, usando o fluorocromo rodamina 123 e espectrofluorimetria com o corante
catiénico JC-1.

Promastigotas tratadas com MSN20 em concentracdes gradativas e analisadas
por citometria de fluxo, ndo apresentaram a intensidade de marcagdo de rodamina 123
reduzida, o que indica que o tratamento com este prot6tipo ndo induziu a despolarizagdo
da membrana mitocondrial (Figura 4.15). A intensidade de fluorescéncia também foi
quantificada a partir do 1V e os parasitos tratados com MSN20 ndo apresentaram

valores negativos correspondentes a perda do A¥m (Tabela 4.3).

50uM
FCCP
01 (20pM) 25pml
Controle l l 12.50M

3004

0 T
109 10! 104

Rodamina123
Figura 4.15. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo. O prot6tipo

MSN20 ndo induziu a despolarizagdo da membrana mitocondrial. Setas indicam na sobreposicdo dos
histogramas referentes aos parasitos sem tratamento (controle), incubados com diferentes concentragdes
de MSN20 (12,5-100uM) e incubados com o desacoplador mitocondrial FCCP (20uM). Esta
sobreposicao € representativa de 3 experimentos. Os histogramas foram obtidos usando-se o programa de

Summit v4.3.
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Tabela 4.3. Analise A¥Wm e indice de variagdo (IV) de promastigotas de L. amazonensis tratadas com

MSN20.

Agente UM Indice de Variacéo
0 0,00
25 0,287
MSN20 50 0,333
100 0,986
FCCP 20 -0,438

O A¥Ym também foi investigado espectrofluorimetricamente, através de
marcagdo com o corante catidnico JC-1. De maneira similar ao ensaio por citometria de
fluxo, a MSN20 em diferentes concentragfes ndo induziu a redugdo do A¥m de

promastigotas tratadas (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial por espectrofluorimetria. Formas
promastigotas foram incubadas por 24 horas na auséncia e na presenca do MSN20 em diferentes
concentragdes e posteriormente incubadas com o JC-1. O prot6tipo MSN20 ndo induziu reducdo do
potencial de membrana mitocondrial. Este grafico é representativo de 3 experimentos realizados em

triplicatas (n =3). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em relacdo ao controle.
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4.10. AVALIACAO DO EFEITO DA MSN20 SOBRE O CICLO CELULAR

parasitos permeabilizados. Promastigotas incubadas na auséncia e na presenca de
MSN20 (25-100uM) pelo periodo de 24 e 48h foram permeabilizadas e marcadas com
Pl. Como controle positivo promastigotas foram incubadas com miltefosina (20uM) e
avaliadas por citometria de fluxo. O tratamento com MSN20 ndo interferiu

significativamente com o ciclo celular dos parasitos em nenhum dos tempos avaliados

(Figuras 4.17, 4.18 e 4.19).

Figura 4.17. Avaliacdo do efeito da MSN20 sobre o ciclo celular de L. amazonensis por citometria de
fluxo. (A) Promastigotas foram incubadas com MSN20 por 24h. (B) Promastigotas foram incubadas com
MSN20 por 48h. O protdtipo MSN20 ndo interferiu significativamente com o ciclo celular do parasito.

Este grafico é referente a 3 experimentos (n =3). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 em relacdo ao

controle.
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Para analise do ciclo celular, foi realizado o ensaio de incorporacdo de Pl em
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MORFOLOGIA FENOTIPO
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Figura 4.18. Efeito da MSN20 sobre o ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas
incubadas com MSN20 por 24 h. Os histogramas sdo representativos de 3 experimentos e foram obtidos

usando-se o programa Summit v4.3. Vermelho: Sub Gy/Gy; verde: Gy; cinza: S; azul: G,.
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Figura 4.19. Efeito da MSN20 sobre o ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas

incubadas com MSN20 por 48 h. Os histogramas sdo representativos de 3 experimentos e foram obtidos

usando-se o programa Summit v4.3. Vermelho: Sub Gy/Gy; verde: Gy; cinza: S; azul: G,.
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4.11. AVALIACAO DA FRAGMENTACAO DE DNA

Para avaliar se o tratamento com 0 MSN20 induz a fragmentacdo do DNA de
promastigotas foi utilizada como ferramenta o ensaio de TUNEL. Apds 48 horas de
tratamento a MSN20 néo foi capaz de induzir a fragmentacdo de DNA, mesmo quando

tratadas em concentragdes superiores ao I1Csq (Figura 4.20).
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Controle l
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Figura 4.20. Efeito da MSN20 sobre a fragmentacdo de DNA em promastigotas de L. amazonensis por
citometria de fluxo. Parasitos foram incubados com MSN20 (25-100uM) por 48 h. Como controle

positivo promastigotas foram incubadas com 5ug/mL de DNAse. Os histogramas sdo representativos de 3

experimentos e foram obtidos usando-se 0 programa Summit v4.3.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho se prop6s a estudar potenciais candidatos a farmacos
leishmanicidas dentro da classe dos tetrazois. Tetrazois 1-substituidos sdo amplamente
encontrados em antibi6ticos B-lactamicos e em preparagcdes antiflngicas, além de
tetrazois 5-substituidos serem muito utilizados em substituicdo isostérica a grupos
carboxilicos. Esse bioisosterismo ocorre devido a propriedade dos tetrazdis serem
ionizados em pH fisiologico (~7.4) e apresentarem estrutura planar que Ihe confere dez
vezes mais lipofilicidade que os correspondentes acidos, facilitando a penetracdo em
membranas celulares. Um exemplo de substituicio € o farmaco anti-hipertensivo
losartan. Tetrazdis 1,5-dissubstituidos sdo utilizados como isosteres da ligacdo cis-
amida de peptideos e sdo encontrados em antibioticos B-lactdmicos da classe das
cefalosporinas. Essas substancias também possuem atividade antituberculose e
antiinflamatdria, sendo os tetrazdis 2,5-dissubstituidos moduladores dos receptores
glutamato e exibem atividade antiviral (Myznikov e cols., 2007).

Os tetrazdis, além das atividades previamente citadas como atividades
antiiflamatoria (Bepary e cols.,, 2008) e antifungica (Culakova e cols., 2012;
Upadhayaya e cols., 2004), ainda possuem atividade antitumoral (Romagnoli e cols.,
2012) e antimalérica (Biot e cols., 2004). Entretanto, como ja foi descrito anteriormente
sua atividade leishmanicida até o presente momento néo havia sido investigada.

Na primeira parte deste trabalho buscou-se investigar a atividade in vitro dos
novos prototipos tetrazolicos sintetizados e 0 composto 5-[5-amino-1-(4’-metoxifenil)-
1H-pirazol-4-il]-1H-tetrazol (MSNZ20) foi 0 mais promissor sobre promastigotas de L.
amazonensis, com ICsy de 37,1 uM (Tabela 4.1). Contra amastigotas intracelulares,
forma encontrada no hospedeiro vertebrado e, portanto, de maior relevancia, o
composto MSN20 teve sua atividade aumentada com ICs de 22,3 uM (Tabela 4.1). O
prototipo MSN20 apresentou LDsg in vitro igual a 210,6uM (Figura 4.4) e IS igual a
9,42, de forma que o protdtipo afeta a célula hospedeira apenas em concentragdes bem
maiores que a necessaria para matar o parasito.

O protdtipo MSN20 tambem foi capaz de reduzir in vitro a producdo de NO em
cultura de macrofagos ndo infectados e estimulados (Figura 4.7). Como descrito na
literatura, macréfagos ativados utilizam a déxido nitrico sintase induzida (iNOS) para
sintetizar O0xido nitrico (NO) (Mori & Gotoh, 2000; Nathan e Xie, 1994) como
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importante resposta microbicida do hospedeiro. E importante ressaltar que a producio
de NO, assim como a producdo de ERO e diferentes perfis de citocinas pelo macrofago
ativado fazem parte do mecanismo microbicida frente a invasdo de diferentes
patdgenos. Entretanto, estes intermediarios altamente reativos, também possuem alta
toxicidade para os tecidos do hospedeiro. De forma que, prototipos capazes de reduzir
e/ou controlar os niveis de NO podem prevenir efeitos colaterais danosos aos tecidos do
hospedeiro.

Ap0s selecionar o prototipo mais promissor in vitro, avaliou-se a eficacia no
controle do desenvolvimento da lesdo no modelo murino de LC. A MSN20 reduziu o
desenvolvimento das lesdes quando administrado por via oral (Figura 4.8) sendo capaz
de diminuir significativamente a carga parasitaria do local da infecgdo (Figura 4.9).
Além disso, nenhum sinal de toxicidade foi exibido nos animais tratados, como
alteracdes comportamentais ou perda de peso, e 0s principais marcadores sorolégicos de
toxicidade hepética e renal ndo foram significativamente alterados pelo tratamento
(Figuras 4.10 e 4.11). Dessa forma, nossos resultados apontam a MSN20 como
potencial a candidato a fArmaco para tratamento da leishmaniose.

Por outro lado, um passo fundamental no desenvolvimento de um novo farmaco
é elucidar os seus mecanismos de acdo. Devido ao fato de az6is com atividade
antifungica da classe dos imidazéis e triazdis possuirem alta atividade de inibicdo da
biossintese de esterdis em tripanossomatideos (Goad, 1984) investigou-se se mecanismo
semelhante estaria envolvido na acdo leishmanicida da MSN20. A biossintese de
esterois do parasito foi investigada por TLC, que revelou que o tratamento com MSN20
ndo apresentou qualquer alteracéo no perfil de esterdis (Figura 4.12).

Devido a recente descricdo de um novo tetrazol com atividade antifangica (7-
clorotetrazolo 5,1-c benzo 1,2,4 triazina (CTBT)), atuando no metabolismo oxidativo
induzindo aumento da formacdo de EROs (Culakova e cols., 2012), investigou-se a
producdo de EROs durante o tratamento com MSN20 (Figura 4.13). Entretanto, nossas
andlises ndo apontaram o envolvimento de EROs e da mitocondria na a¢do do protdtipo
(Figuras 4.15 e 4.16).

Em seguida, avaliou-se se o tratamento com MSN20 induz ou néo alteragdes nas
membranas de promastigotas. O processo de morte celular € um passo importante que
pode ser induzido por estimulos intra e extracelular e podem ser classificados em trés
tipos principais de acordo com suas caracteristicas bioguimicas e morfologicas em

apoptose, necrose e autofagia (Grivicich e cols., 2007). A morte necrdtica apresenta
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caracteristicas morfolégicas tipicas como o aumento no volume celular (Kerr e cols.,
1972), desorganizacao citoplasmatica, perda da integridade da membrana plasmatica e
lise celular com consequente extravasamento do conteddo citoplasmatico (Grivicich e
cols., 2007; Ziegler e cols., 2004). J& a morte apoptodtica, de modo geral apresenta
retracdo celular, condensacéo de cromatina, alteracbes mitocondriais e a manutencdo da
membrana plasmatica que forma corpos apoptéticos que serdo posteriormente
fagocitados (Hengartner, 2000; Taylor e cols., 2008). A autofagia contribui
primordialmente para a sobrevivéncia celular através da degradacdo de macromoléculas
e reciclagem de organelas, atuando assim na manutencdo da homeostasia (Brennand e
cols., 2011; Duszenko e cols., 2011). Entretanto, algumas substancias podem induzir
uma exacerbacdo deste processo, culminando na morte celular em tripanosomatideos
(Bera e Cols., 2003; Fernandes e cols., 2011).

Como o tratamento com MSN20 por 24h ndo alterou a integridade da membrana
plasmatica (Figura 4.14) a possibilidade de morte necrética foi descartada e outros
parametros caracteristicos do processo de morte apoptética como a fragmentacdo de
cromatina e alteracdes no ciclo celular foram investigados. O tratamento com MSN20
ndo induziu a fragmentacdo de cromatina (Figura 4.20) e ndo foi capaz de alterar o ciclo
celular do parasito (Figuras 4.17, 4.18 e 4.19) de forma que estes resultados indicam
que o proto6tipo ndo desencadeia um processo de apoptose-like.

Apesar da autofagia ndo ter sido investigada durante o tratamento com MSN20,
ndo podemos descartar essa possibilidade, uma vez que a integridade de membrana
plasmética também é mantida neste tipo de morte celular.

Esses resultados sugerem que embora os tetrazois sejam uma classe quimica
amplamente estudada, nosso composto de estudo apresenta modo de acao distinto dos ja
conhecidos de forma que sdo necessarios estudos mais aprofundados para uma

descricdo do possivel mecanismo de acdo da MSN20.
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6. CONCLUSOES

- O tratamento de promastigotas de L. amazonensis com novos derivados tetrazélicos
promoveu a inibicdo da proliferagdo celular, sendo o protétipo 5-[5-amino-1-(4’-

metoxifenil)-1H-pirazol-4-il]-1H-tetrazol (MSN20) o mais promissor .

- O tratamento com o protdtipo promissor MSN20, foi capaz de reduzir o nimero de
amastigotas intracelulares de L. amazonensis e o indice de infeccdo de forma
concentracdo-dependente.

- MSN20 foi seletivamente citotoxico para os parasitos intracelulares (I1S= 9,42).

- MSN20 reduziu os niveis de 6xido nitrico (NO) in vitro.

- A MSN20 demonstrou ser um prototipo promissor, com atividade em LC murina (via
oral), sem causar toxicidade hepética e renal.

- Os estudos sobre o mecanismo de acdo de MSN20 mostraram o ndo envolvimento:
(A) da via de biossintese de ergosterol; (B) do metabolismo oxidativo e mitocondrial;

(C) da fragmentacdo do DNA,; (D) da modulagéo do ciclo celular.
- Desta forma, apresentamos no presente trabalho um novo protétipo tetrazdlico, a

MSN20, ativo por via oral na leishmaniose cutanea murina, com o mecanismo de acao

distinto dos demais azois, que necessita de estudos adicionais para ser elucidado.
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