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RESUMO

As Leishmanioses estdo entre as doengas tropicais mais importantes classificadas pela
Organizacdo Mundial de Saude como doengas negligenciadas. Seu controle ¢ baseado no
tratamento de casos humanos, borrifacdo com inseticidas ¢ eliminacdo dos reservatorios
quando possivel. Entretanto, a quimioterapia das Leishmanioses apresenta algumas
dificuldades tais como: toxicidade dos medicamentos disponiveis, via de administragdo e
resisténcia natural de algumas cepas. O método de teste de drogas tradicional in vitro
apresenta limitagdes por ser laborioso e sujeito a variagdes individuais do observador. Devido
a estes obstaculos a procura de novas drogas e desenvolvimento de métodos faz-se necessaria.
Por isso ¢ importante o estabelecimento de um método semi-automatizado para teste de
drogas em Leishmania. Para que isto seja alcangado utilizou-se de técnicas de biologia
molecular como a inser¢do de um fendtipo no protozoario permitindo sua deteccdo em um
aparelho. Neste trabalho, produzimos cepas de Leishmania expressando a proteina verde
fluorescente (“green fluorescent protein”- GFP). Essa proteina foi transfectada nas espécies
brasileiras de maior importancia médica: L. chagasi, L. braziliensis, L. amazonensis e L.
guyanensis. Para confirmar a tranfecgao, os parasitos selvagens (WT) ¢ transformados (GFPs)
foram analisados pela Citometria de Fluxo (FACS) e Microscopia Laser Confocal (LCM).
Para avaliar se a transfec¢do teve algum impacto na viabilidade celular de L. amazonensis
foram realizados alguns ensaios bioldgicos como a comparagdo da curva de crescimento e
infectividade em macréfagos entre as cepas selvagem e GFP. Posteriormente foi verificada a
susceptibilidade a drogas. L. amazonensis foram expostas aos farmacos tradicionais e
moléculas teste e os valores de ICsy determinados. Nao foram observadas diferencas na
susceptibilidade entre as cepas tanto na presenca dos farmacos tradicionais (Anfotericina B e
Glucantime), como de moléculas teste (derivadas do propranolol). Baseado nos valores de
ICsp obtidos com o teste tradicional a transformacdo da cepa GFP de L. amazonensis nio
alterou suas caracteristicas biologicas nem de susceptilibidade aos agentes leishmanicidas
tradicionais e moléculas teste. Algumas moléculas derivadas do propranolol mostraram ser
promissoras na atividade leishmanicida. Estes resultados dao suporte a utilizagdo da cepa GFP
nos testes semi-automatizados utilizando o fluorimetro. Isso possibilitard o teste de um
numero maior de farmacos/moléculas aumentando a eficiéncia do método quimioterapico

atual.

Xvi



ABSTRACT

The Leishmaniasis is between the most important tropical diseases classified by the
World-wide Organization of Health as neglected diseases. Its control is based on the treatment
of human cases, the elimination of the vector and reservoirs whenever it's possible. However,
Leishmaniasis chemotherapy is hindered due to toxicity of available drugs, route of
administration and resistance of natural strains. The traditional method for testing drugs in
vitro presents limitations such as being laborious and subject to individual variations of the
observer. Thus, the search of new drugs and the development of more accurate methods for
their testing is still needed. Therefore, the establishment of a half-automatized method for
testing drugs in Leishmania is important. To accomplish this goal we used molecular biology
techniques such as the insertion of a phenotype in the protozoa, facilitating its detection. In
this work, we produced strains of Leishmania expressing the green fluorescent protein (GFP).
This protein was transfected in the most important species found in Brazil including: L.
chagasi, L. braziliensis, L. amazonensis and L. guyanensis. In order to confirm tranfection,
wild type (WT) and transfected parasites (GFP) were compared using Flow Cytometry
(FACS) and Laser Confocal Microscopy (LCM). To evaluate the impact of transfection in
drug susceptibility, WT and GFP strains of L. amazonensis were exposed to current drugs and
test molecules and the ICsy determined. There was no difference in such susceptibility
between the strains not only in the presence of current antileishmanial drugs (Anfotericin B
and Glucantime), but also in the presence of test molecules (derived from propanolol). Based
on ICs values obtained in the traditional test, the GFP strain of L. amazonensis did not alter
neither its biological properties nor its susceptibility to drugs. Some propranolol derivates
exhibit promising antileishmanial activity. These data support the use of GFP transfected
parasites for drug screening procedures using a fluorimeter. This will enable the testing a
higher number of drugs/molecules increasing efficiency of discovery of potential Leishmania

chemotherapic drugs.
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1 INTRODUCAO

1.1 As Leishmanioses

As Leishmanioses sdo enfermidades antropozoondticas de transmissdo vetorial
causadas por protozoarios do género Leishmania (Familia: Trypanosomatidae, Ordem:
Kinetoplastida). O género Leishmania foi criado por Ross em 1903 (Gontijo e Carvalho,
2003). Sao organismos unicelulares flagelados, cuja caracteristica principal ¢ a presenca do
cinetoplasto, organela junto a base do flagelo que contém sequéncias repetidas de DNA
(kDNA) (Balana-Fouce et al., 1998). Possuem ampla distribuigdo ¢ atualmente afetam cerca
de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo, dos quais 500.000 desenvolvem a forma visceral
e 1,5 milhdo a forma tegumentar a cada ano (Murray et al., 2005). Cerca de 350 milhdes de
pessoas vivem em areas de risco tanto no Novo como no Velho Mundo (Desjeux, 2004;
Murray et al., 2005).

As leishmanioses sdo doengas negligenciadas (Desjeux, 2001, 2004; Baifiuls et al.,
2007; Lynn & McMaster, 2008), que impactam a satde publica e a economia dos paises em
desenvolvimento (Desjeux, 2004). A populagdo mais afetada por essas doengas vive em areas
remotas, rurais, periferias urbanas e zonas de conflito (Yamey & Torreele, 2002). Nas tltimas
décadas, elas tém se estabelecido nas areas urbanas e peri-urbanas, através da adaptagao de
seus vetores e reservatorios aos ambientes artificiais (Ashford, 2000).

As Leishmanioses sdo caracterizadas por um amplo espectro de manisfestagdes
clinicas existindo trés formas principais: cutanea (LC), muco-cutanea (LMC) e visceral (LV).
Dentre as LCs podemos ter ainda a forma difusa (LCD) causada por Leishmania amazonensis
(Herwaldt, 1999). Além desta ultima, no Brasil, as espécies responsaveis pela incidéncia de
maior numero de casos clinicos sdo Leishmania chagasi (sin. Leishmania infantum),
Leishmania braziliensis e Leishmania guyanensis. Por esta razdo, neste trabalho daremos
enfoque especifico a estas quatro espécies.

No Novo Mundo, a LV ¢ causada por L. chagasi, sendo encontrada desde o México
até Argentina cuja distribui¢do coincide com a do vetor Lutzomyia longipalpis (Grimaldi et
al., 1989). E uma doenca cronica, sistémica, caracterizada por febre de longa duragdo,
hepatoesplenomegalia, perda de peso, anemia, dentre outras manifestagdes. Quando ndo
tratada, pode evoluir para 6bito em mais de 90% dos casos. Nas ultimas décadas, a LV vem se
expandindo para areas urbanas de médio e grande porte, ndo s6 no Brasil como em outras
partes do mundo (Gontijo & Melo 2004). Na area urbana, o cdo (Canis familiaris) é a

principal fonte de infecg¢do, enquanto as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e
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gambas (Didelphis albiventris) sdo os reservatorios silvestres (Sherlock et al., 1985; Brasil,
2005). Atualmente, a LV ocorre em 20 dos 27 estados brasileiros destacando-se os da regido
Nordeste, onde ocorre a maior parte dos casos notificados (Brasil, 2008).

Assim como L. chagasi, L. braziliensis possui ampla distribui¢do nas Américas. E a
principal espécie incriminada responsavel pelas LCs e LMC. E caracterizada por ulcera
cutanea, unica ou multipla, cuja principal complicacdo ¢ a metastase por via hematogénica,
para as mucosas da nasofaringe, com destruicdo desses tecidos (Herwaldt, 1999). A
freqliéncia desta complicagdo vem sendo reduzida, provavelmente devido ao diagnéstico e
tratamento precoces. Muitos aspectos da eco-epidemiologia desta espécie ainda sdo
desconhecidos. Seus reservatorios principais incluem roedores silvestres (Bolomys lasiurus,
Nectomys squamipes) e sinantropicos (Rattus rattus). Seus principais vetores incluem
Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia dependendo da regido (Lainson & Shaw, 1978).

A L. amazonensis causa ulceras cutaneas localizadas e, ocasionalmente, alguns
individuos podem desenvolver o quadro classico da LCD (Desjeux, 2004). Evidéncias
indicam que roedores silvestres do género Proechymis e Oryzomys seriam os reservatorios
desta espécie. Os flebotomineos vetores sdo Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia reducta e
Lutzomyia olmeca nociva (Amazonas ¢ Rondonia) (Silveira et al., 1997). Estas espécies sao
pouco antropofilicas, o que justifica uma menor freqiiéncia de infeccdo humana, estando
associada com atividades ocupacionais ligadas a mata. Seu principal vetor, L. flaviscutellata,
apresenta ampla distribui¢do geografica, sendo encontrado em diferentes habitats de paises
fronteiri¢os ao Brasil e nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Pard, Rondonia, Roraima,
Tocantins, Bahia, Ceara, Maranhdo, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Espirito Santo, Minas Gerais ¢ Sao Paulo, ocorrendo em matas imidas em densidades
elevadas (Lainson, 1997).

Finalmente, L. guyanensis causa predominantemente lesdes ulceradas cutaneas unicas
ou multiplas, sendo estas ultimas conseqliéncia de varias picadas simultaneas ou metastases
linfaticas secundarias (Desjeux, 2004). E muito raro o comprometimento mucoso por esta
espécie, atingindo principalmente individuos do sexo masculino em fase produtiva. E de
natureza ocupacional relacionada ao desmatamento, penetracdo em areas de florestas e
exercicios militares. Em areas endémicas pode haver percentuais expressivos de criancas
acometidas pela doenca. O parasito ja foi isolado de mamiferos silvestres, tais como a
preguica (Choloepus didactylus), o tamandua (Tamandua tetradactyla) e o gamba (D.
albiventris), tendo sido encontrado na pele e visceras. Embora o papel desempenhado por
estes animais ainda ndo tenha sido definido, as evidéncias encontradas indicam que estes

seriam os reservatorios. O principal vetor seria Lutzomyia umbratilis distribuida nos paises
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fronteiri¢os ao Brasil e também nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhiao, Mato

Grosso, Para, Roraima ¢ Rondonia (Lainson & Shaw, 1978).

1.2 Ciclo bioldgico

O género Leishmania possui ciclo biologico heteroxénico, cujas formas de
desenvolvimento alternam-se entre hospedeiros vertebrados e insetos vetores, que transmitem
o parasito durante o repasto sanguineo (Killick-Kendrick, 1979; Sacks & Perkins, 1984). Os
hospedeiros invertebrados sdo dipteros da familia Psychodidae, sub-Familia Phlebotominae,
representados pelos Géneros Phlebotomus (Velho Mundo) ¢ Lutzomyia (Novo Mundo). Sao
observadas duas formas principais (Figura 1): as promastigotas (1-B), células flageladas
alongadas encontradas no intestino médio do vetor e; amastigotas (1-A), constituindo-se de
células imoveis, ovoides, com flagelo rudimentar encontradas no interior de fagdcitos

mononucleados de mamiferos, sendo responsaveis pela patologia da doenga (Bates, 1994).

Figura 1: Formas Amastigotas dentro do macrofago (A) e Promastigotas (B)
de Leishmaniaspp.

-

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre apdés a picada das fémeas de
flebotomineos que inoculam as formas promastigotas metaciclicas (Killick-Kendrick, 1990).
Estas sdo fagocitadas pelos macréfagos, diretamente ou apds a infec¢do de neutrédfilos (Van
Zandbergen et al., 2004; Peters et al., 2008) e diferenciam-se em formas amastigotas no
fagolisossomo. As amastigotas dividem-se binariamente, rompendo a célula, podendo re-
invadir outros macrofagos, células dendriticas e até mesmo fibroblastos (Naderer &
McConville, 2008). Para manuten¢do do seu ciclo intracelular, o parasito desenvolveu vérias
estratégias dentro da célula do hospedeiro. A forma amastigota ¢ especialmente adaptada ao
ambiente intracelular do vacuolo parasitoforo, estrutura que se assemelha aos lisossomos
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secundarios com pH 4,5-5,0. Essa capacidade bem sucedida de sobreviver nestes vactiolos
demonstra que estas formas sao organismos acidofilicos. Esta adaptacao provavelmente estd
ligada a presenca de bombas de prétons envolvidas na captura e transporte de metabolitos,
estagio especifico (Antoine et al., 1998).

Durante um novo repasto sanguineo, macrofagos infectados com as formas
amastigotas sao ingeridos pelo vetor. Uma vez transformadas em promastigotas, estas exibem
uma distribui¢do preferencial dentro do trato digestivo do vetor, formando “micro-habitats”
Lainson & Shaw (1987). No seu intestino, junto com o bolo alimentar, elas sdo envolvidas por
uma matriz peritrofica (MP) constituida de proteinas, glicoproteinas e microfibrilas de quitina.
A MP protege o epitélio intestinal de particulas alimentares abrasivas bem como os parasitos
da agdo das enzimas digestivas, permitindo sua transformacdo em formas flageladas mais
resistentes (Pimenta et al., 1997; Kamhawi, 2006) Ao longo do trato digestivo, os parasitos
assumem diferentes formas que incluem: promastigotas prociclicas, nectomonas, haptomonas,
leptomonas e promastigotas metaciclicas (Lawyer et al., 1990). Cada um destes morfotipos
exerce determinada funcdo. Por exemplo, as nectomonas tém a funcdo de escapar da MP e
aderir-se ao epitélio intestinal, impedindo sua eliminagdo durante a excre¢do do sangue
digerido (Bates & Rogers, 2004). Esta adesdo faz-se através do lipofosfoglicano (LPG), que
reconhece um receptor nas microvilosidades do epitélio intestinal (Kamhawi et al., 2004).
Cerca de 2-5 dias depois, as formas promastigotas prociclicas diferenciam-se em metaciclicas,
que se desligam do epitélio intestinal. Em seguida, as mesmas migram em dire¢do a por¢ao
anterior do intestino de onde serdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado durante um novo

repasto sanguineo (Descoteaux & Turco, 1999).

1.3 Controle das Leishmanioses

O controle das Leishmanioses baseia-se principalmente no combate ao vetor,
tratamento dos pacientes e eliminacao dos reservatorios (Gontijo & Melo, 2004). Entretanto,
devido a complexidade de aspectos epidemioldgicos, determinadas medidas podem ndo serem
aplicdveis em algumas situacdes. Por exemplo, as LCs geralmente sdo transmitidas no
ambiente silvestre quando o homem entra na mata para trabalhar (Gontijo & Carvalho, 2003).
Neste caso a aplicacdo de inseticidas torna-se inviavel sendo a protecao individual mais
adequada com o uso de repelentes. Ja para a LV, que tem aumentado nas grandes cidades, a
borrifagdo tanto do intra como do peridomicilio € necessdria principalmente nos canis e
galinheiros, que sdo ambientes propicios a proliferacdo do vetor (Gontijo & Melo, 2004).

Outra medida aplicavel, a de eliminacdo do reservatorio doméstico (cdo), resulta em
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desconforto afetivo para as familias. Esta medida ¢ necessaria devido ao fato do animal nao
responder ao tratamento convencional e tornar-se um foco de transmissao importante para o
vetor. Mesmo com estas medidas a expansdo das Leishmanioses principalmente nas grandes
cidades tém tornado discutivel a medida de sacrificio dos caes (Dietze et al., 1997).

Para contornar este problema, vacinas contra a LV encontram-se ainda em
desenvolvimento para o cdo. Atualmente, existem duas vacinas em uso no mercado: a
Leishmune®, desenvolvida pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (Borja-Cabrera et
al., 2002) e a Leishtec®, recentemente desenvolvida por grupo da Universidade Federal de
Minas Gerais (Fernandes et al., 2008). Embora tenham conferido niveis de protegdo
promissores, estas vacinas ainda carecem de mais estudos no campo (Fase III e IV) para real
determinacao de sua eficacia.

Devido as dificuldades no controle das Leishmanioses, assim como para as outras
doengas causadas por tripanosomatideos, o controle baseia-se primariamente no tratamento e
para este existe uma reduzida quantidade de medicamentos (Croft et al., 2006). Além disso, as
drogas disponiveis sdo toxicas, pouco eficazes e requerem atendimento ambulatorial (Davies
et al, 2003). Outro fator agravante, nesse contexto, ¢ o aparecimento de cepas resistentes so
tratamento (Sundar et al., 2000; Sundar, 2001).

A alta variabilidade genética intra e interespecifica de Leishmania resultam em
diversas manifestagdes clinicas. Portanto, a identificacdo das espécies de Leishmania ¢
importante para escolha do tratamento ¢ conhecimento da epidemiologia (Mimori et al.,1998,
Andrade et al., 2001). Além disso, sua progressdo dependera também das caracteristicas
genéticas e imunoldgicas do hospedeiro. A atuagdo do sistema imune do paciente juntamente
a droga cooperam para a eliminacao da infeccao. Este fato ¢ observado durante o tratamento
com antimoniais em pacientes com leishmaniose difusa e na co-infecgdo LV-HIV (Fauraty-
Gambarelli et al., 1997). Nestes casos o comprometimento da resposta mediada por células T
resulta na exacerbagdo da infecgdo (Ercoli, 1966, Berhe et al., 1999, Desjex & Alvar, 2003).
A co-infec¢do de LV-HIV ja foi relatada em 34 paises incluindo os continentes Africano,
Asiatico, Europeu e Sul Americano. No sul da Europa, 70% dos casos de LV em adultos estao
associadas ao HIV (WHO, 2000).

Do que foi exposto, ¢ possivel concluir que existem intimeros desafios o controle das
Leishmanioses que exibem epidemiologia altamente complexa. A auséncia, na pratica, de
uma vacina eficaz e a dificuldade em se controlar os vetores e reservatorios ainda constitui um
problema geral. Portanto, o tratamento dos casos humanos ainda constitui a principal

ferramenta no controle do parasito.
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1.4 Tratamento e mecanismos de resisténcia

1.4.1 Antimoniais pentavalentes

O antimonial trivalente (SbIIl) foi o primeiro agente farmacoldgico utilizado no
tratamento da LV, em 1915 na Italia e India. Apos a década de 40, novas formulagdes dos
antimoniais pentavalentes (SbV) foram introduzidos na terapéutica, o que diminuiu o tempo
de tratamento (Murray et al., 2005). Sdo eles: o estibogluconato de sodio (SGS) (Pentostam®)
e o antimoniato de N-metilmeglucamina (NMG) (Glucantime®Aventis), que continuam em
uso até hoje (Soto et al., 2004) (Figura 2).

No Brasil, a droga de primeira escolha ¢ o Glucantime, que ¢ de distribui¢do gratuita
na rede de saude publica. O esquema terapéutico ¢ de 20 mg/kg/dia administrado por via
endovenosa com soro glicosado durante 30 dias. Quando o insucesso terapéutico ocorre opta-
se pela Anfotericina B (AmB). Entretanto, estas drogas sdo extremamente toxicas,
administradas por via intravenosa e requerem atendimento ambulatorial. Apesar de sua
comprovada eficacia, elas apresentam efeitos colaterais, periodo de terapia longo e
administragdo parenteral (Dube et al., 2005).

A existéncia de efeitos colaterais € o fendmeno de resisténcia tanto natural quanto
adquirida (Faraut-Gambarelli et al., 1997; Jackson et al., 1990; Lira et al., 1998) tém-se
tornado um desafio cada vez maior. Cepas de Leishmania com diversos graus de resisténcia
tém sido isoladas no Novo Mundo, sendo que L. braziliensis frequentemente apresenta
resisténcia a tratamentos de curta dura¢do ou em doses baixas (Moreira et al., 1995; 1998).
No Velho Mundo, cepas de L. donovani resistentes ao glucantime tém sido isoladas no campo
principalmente na India (Sundar, 2001). As principais causas para o aparecimento desta
resisténcia incluem: uso indiscriminado do glucantime nestas dareas, tratamento médico

inadequado com doses baixas e descontinuas (Sundar et al., 1994).
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Figura 2: Estrutura quimica do Antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®) e Estibogluconato de sodio(Pentostan®) .

O mecanismo de acdo dos antimoniais estd representado na Figura 3. O antimdnio
pentavalente (SbV) entra no macrofago e pode agir diretamente sobre a forma amastigota no
vactolo ou ser reduzido a forma trivalente (SbIII) no citosol. A entrada de SbV da-se através
de um transportador desconhecido, enquanto que a de SblIll faz-se através da
aquagliceroforina (AQP1). A reducdo de SbV a Sblll pode ser catalisada pelas redutases
ACR2 e TDRI1 ou ocorrer quimicamente pela agdo de tidis. O SbIIl provavelmente interage
com componentes celulares ou pode ser conjugado com tiois (cisteina, glutationa e
tripanotiona), porém ndo se sabe se esta conjugagdo ¢ enzimatica. O metal conjugado com o
tiol pode ser sequestrado em uma organela pelo transportador ABC MRPA ou ser excretado

para fora da célula por outro transportador provalmente também ABC.
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Figura 3: Mecanismo de acio e resisténcia ao glucantime em formas amastigotas
de Leishmania. Legenda:SbIII- antimoniato trivalente, ShV— -antimoniato

pentavalente, AQP1- aquagliceroforina, MRPA- transportador. Fonte: Ouellette e .,
2004.

1.4.2 Anfotericina B

O polieno Anfotericina B (AmB) (Figura 4C), ¢ utilizada no tratamento de infec¢des
fungicas sistémicas apresentando também atividade contra Leishmania. Este farmaco tem
induzido altas taxas de cura em pacientes infectados por L. donovani, particularmente quando
administradas em criancas e gestantes e nos casos de resisténcia do parasito aos antimoniais
(Lira et al., 1998; Singh & Sivakumar, 2004). E uma droga extremamente toxica que exige
internagdo e monitoramento de fungdes vitais, sendo uma terapia de alto custo (Kafetzis et al.,
2005). A dose recomendada ¢ de 0,5 mg/kg/dia com aumento gradativo até 1 mg/kg/dia
conforme a tolerancia do paciente. Deve ser administrado via endovenosa com soro glicosado
em dias alternados respeitando o limite maximo de 50 mg por aplicagdo até¢ a dose total de 1 a
1,5 g para LC e de 2,5 a 3 g para LMC. Atualmente, as formas lipossomais tém ajudado a
diminuir a toxicidade, mas ¢ de custo elevado o que dificulta seu uso em larga escala nos
paises em desenvolvimento onde ocorre a maioria das infecgdes por Leishmania (Brattacharya
etal., 2004).

A AmB atua ligando-se ao ergosterol da membrana celular de fungos e Leishmania
(Figura 4), porém, ndo apresenta afinidade pelo colesterol da membrana plasmatica de
mamiferos (Singh & Sivakumar, 2004). A AmB interage com os ergoster6is de membrana,

principalmente o esgosta-5,7,24(24")-trieno-3B-ol (Figura 4C — seta a direita) (Roberts et al.,
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2003). A resisténcia ocorre quando a célula utiliza precursores de ergosterol tais como
colesta-5,7,24(24")-trieno-3b-ol (Figura 4C — seta a esquerda) pelo qual a droga tem pouca
afinidade (Mbongo et al., 1998).

(B)
Pentamidine
O i
HgN-C {7 OCHZ{CHz)sCHzO u; C-NHz

(A)
Miltefosine

(C) Amphotericin B
Figura 4: Mecanismo de acéio e resisténcia da Miltefosina (A), Pentamidina (B) e
Anfotericina B (C). Legenda: ATP- adenosina trifosfato, ADP- adenosina difosfato.
Fonte: Ouellette et al., 2004.

1.4.3 Miltefosina (hexadecilfosfocolina)

Devido ao aparecimento de resisténcia tanto na India quanto no Suddo, a OMS
investiu na busca de novos farmacos a partir de moléculas ja existentes. Isto resultou na
identificagdo da primeira droga contra Leishmania administrada por via oral, a miltefosina
(Figura 4A). Este anti-tumoral, que em baixas doses atua sobre os parasitos, foi considerado o
maior avango na quimioterapia das leishmanioses desde os antimoniais na década de 40
(Ouelette et al., 2004). Esta droga mostrou atividade pela primeira vez contra L. donovani in
vitro (Croft et al., 1987). Um ensaio recente de Fase III mostrou que esta droga foi ativa
contra a LV na India (Sundar et al., 2002). Ela possui um tempo de meia-vida longo (150 h) e
potencial teratogénico o que ainda exige cuidado em sua administragdo (Lira et al., 2001,

Urbina, 2006). Devido ao seu uso recente, ainda ndo se sabe até que ponto o uso desta droga

em larga escala pode levar ao desenvolvimento de resisténcia, sendo necessarios mais estudos
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para determinar seu potencial terapéutico (Sundar, 2001; Ganguly et al., 2001).

Nao se sabe precisamente como ocorre seu mecanismo de acdo (Figura 4A), mas
suspeita-se que ela atue no metabolismo de lipidios alquil e na biossintese de fosfolipides
(Lux et al., 2000). Esta droga seria captada pela célula através de uma ATPase
aminofosfolipidica do tipo P, sendo que mutagdes pontuais neste transportador levariam a um
decréscimo na acumulagdo da droga dentro da célula e a um mecanismo de resisténcia (Perez-
Victoria et al., 2003). Estudos em laboratorio indicam que seus provaveis mecanismos de
resisténcia incluiriam: permeabilidade diferencial da membrana plasmatica a droga,
diminuicdo de sua captagdo, aumento do seu metabolismo e do seu efluxo (Figura 4A). Em
Leishmania resistente ao agente antitumoral daunomicina foi observada a superexpressdo do
gene da P-glicoproteina P MDR1, que sdo transportadores do tipo ABC envolvidos na multi

resisténcia a drogas em células tumorais (Perez-Victoria et al., 2001).

1.4.4 Pentamidinas

A descoberta da atividade terapéutica desta diamida aromatica foi inicialmente
utilizada no tratamento de infec¢do por Pneumocystis carinii e, demonstrou ser efetiva na
terapéutica da LV sendo considerada como uma droga de segunda escolha no tratamento das
leishmanioses e indicada para os casos ndo responsivos aos antimoniais. Embora também
apresente efeitos adversos significantes e requeira a administracdo parenteral (Singh &
Sivakumar, 2004).

A pentamidina (Lomidina®) ¢ uma molécula de grande interesse no tratamento contra
LV e LMC refrataria aos antimoniais pentavalentes (Amato et al., 2000). A alta toxicidade
desta droga, com relatos de morte subita, ¢ um fator limitante de seu emprego terapéutico.
Dentre os principais efeitos adversos estdo a hipoglicemia, hipotensdo, alteragdes
cardiologicas e nefrotoxicidade (Rath et al., 2003). Com sua utiliza¢do terapéutica da LV no
final da década de 70, altas taxas de cura (acima de 98%) foram obtidas (Jha, 1983). Com o
desenvolvimento de resisténcia a este fairmaco, pelos parasitos, na década de 80, os indices de
cura declinaram (Thakur et al., 2001; Andersen et al., 2005). Contudo, em alguns paises a
pentamidina continua sendo utilizada como tnico farmaco ou associada a outras drogas
(Becker et al., 1999). O uso da pentamidina resulta em efeitos indesejaveis como: mialgias,
desconforto no local da injecdo e hipotensdo. Assim, devido a sua maior toxicidade, quando
comparada aos antimoniais e ao surgimento de resisténcia, esta droga tem sido pouco

utilizada na LV (Singh & Sivakumar, 2004).
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Figura 5: Estrutura quimica da Pentamidina.

Acredita-se que o mecanismo de a¢dao desse composto atue no DNA do cinetoplasto
inibindo suas fungdes (Donkor et al., 2001) bloquando a topoisomerase mitocondrial (Kramp
et al., 2005). Outra hipoétese, diz respeito a interferéncia de diamidinas aromaticas (ex. berenil
e pentamidina) sobre sistemas de transporte poliaminicos, biomoléculas de importancia em
varios processos bioquimicos da fisiologia celular (Basselin et al., 2000).

O mecanismo molecular estd associado a inibicdo ndo-competitiva da recaptura de
poliaminas (ex. espermidina, espermina, putrescina e arginina) e inibicdo direta da S-
adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC), enzima envolvida na biossintese da
espermidina, sendo que estudos quantitativos de relagdo estrutura atividade (QSAR)
mostraram que a inibi¢do da recaptura ¢ proporcional a distancia entre grupos aminos dos
substituintes amidino. Outro mecanismo proposto ¢ a inibi¢ao direta da S-adenosilmetionina
descarboxilase (SAMDC), enzima envolvida na biossintese da espermidina (Reguera et al.,
2005). O mecanismo de resisténcia pode estar associado a um decréscimo do potencial da
membrana mitocondrial com redu¢do do acumulo do farmaco em terapias prolongadas

(Mukherjee et al., 2006).

1.4.5 Outras drogas (paromomicina, azitromicina, compostos azois, alopurinol).

A paromomicina (Figura 6), um antibidtico aminoglicosideo, também chamado
aminosidina, ¢ produzido pelo Streptomyces rimosus, e utilizado em infecgdes bacterianas. Ja
demonstrou capacidade de inibir o crescimento de diversos microorganismos, inclusive
protozoarios do género Leishmania (Iraji & Sadeghinia, 2005). Esta tem sido usada no
tratamento da LV humana, principalmente na Africa ¢ Europa (Chunge et al., 1989) ¢ a
combina¢do paromocinina e estibogluconato de sodio elevou a taxa de cura acima de 82%
(Berman, 1997). A atividade da formulagdo hidrofilica de paromomicina foi avaliada no

tratamento topico de infecgdes por L. amazonensis e L. braziliensis em camundongos e
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mostrou ser efetiva na cura da lesdo quando comparada aos antimoniais (Gongalves et al.,
2005). Por isso ¢ uma alternativa promissora no caso de resisténcia aos compostos

antimoniais (Amato et al., 2000; Poli et al., 1997).

OH
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HO s
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o} NH,
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HO.
NH OH
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Paromomycin sulphate (Aminosidine)

Figura 6: Estrutura quimica da Paromomicina.

Embora apresente baixa toxicidade, pode apresentar nefrotoxicidade e ototoxicidade
(Poli et al., 1997). Além disso, ainda ¢ desconhecida sua eficacia sobre os parasitos (Croft,
1997; Armijos et al., 2004). E um farmaco de uso parenteral, podendo ser administrado em
associagdo com os antimoniais, porém nao apresenta testes conclusivos (Guerin et al., 2002).

O mecanismo de resisténcia em bactérias da-se pela inibi¢do da sintese de proteinas
relacionadas as sub-unidades do RNA ribossomal (rRNA). Este mecanismo tem sido relatado
também para Leishmania. Ribossomas mitocondriais e indugdo da disfuncdo respiratoria e
despolariza¢do da membrana tém sido implicadas (Maarouf et al., 1997).

Em estudos de selecao populacional de promastigotas, a resisténcia foi relatada devido
a diminuigdo rapida da droga em L. donovani (Maarouf et al., 1998), mas isto nao parece ser
devido a modificagdes enzimaticas ou mutagdes no gene da sub-unidade menor do rRNA de
Leishmania tropica (Fong et al., 1994). Com a introduc¢ao futura da paromomicina, sdo
necessarios mais estudos para definir os mecanismos de agdo e resisténcia em Leishmania.

A azitromicina foi desenvolvida no final dos anos 80 e utilizada no tratamento de
infecgdes bacterianas como uretrites nao-gonococicas, tracomas, ateroescleroses, ulcera
péptica, infecgdes gastro-intestinais e infecgdes do trato respiratorio. Além disso, tem sido
usada sobre protozoarios como Leishmania sp, Plasmodium sp e Toxoplasma gondii (Pechére,
2001). E um farmaco que atinge altas concentragdes intracelulares quando comparada a outros

antibioticos como a penicilina e possui fatores moduladores que podem regular esta
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concentragdo no interior das células (Prata et al., 2003; Silva-Vergara et al., 2004). Possui
uma boa capacidade de penetracao nos tecidos, sendo o tratamento limitado de 3 a 5 dias.

Os azois, outra classe de antifingicos tém sido avaliados quanto sua atividade
leishmanicida, e t€ém demonstrado serem efetivos no tratamento das leishmanioses cutaneas
(Alrajhi et al., 2002). Sao representados pelos imidazdis, que incluem o cetoconazol,
itraconazol, fluconazol e as alilaminas (terbinafina).

A terbinafina ¢ um inibidor do metabolismo de esterdis e por isso pode provocar
efeitos colaterias mais importantes. Ela age através da inibi¢do da enzima escaleno epoxidase.
Seu efeito foi menos eficaz do que o cetoconazol e o itraconazol para a LT em humanos
(Khalil et al., 1996, Bahamdan et al., 1997).

O cetoconazol, itraconazol e fluconazol sdo inibidores do metabolismo do ergosterol e
foram submetidos a varios ensaios para LV e LC com resultados controversos. O cetoconazol
em doses de 200 a 400 mg/dia obteve cura de 70% para L. major e foi ineficaz para L. tropica
e L. aethiopica (Weinrauch et al., 1987). O mecanismo de agdo destes compostos baseia-se na
inibi¢do da sintese de ergosterol mediada pela citocromo P45y oxidase. Assim, ndo ocorre a
conversao de lanosterol em ergosterol, com a deplecao conseguinte de ergosterol, acimulo de
precursores e perda da integridade da membrana. Os derivados imidazoélicos e triazdlicos
inibem o metabolismo de outros compostos devido sua interferéncia em diferentes isoenzimas
do complexo citocromo P4syp humano. O resultado ¢ um potencial aumentado dos niveis
plasmaticos de outros farmacos facilitando a aparigcdo de efeitos adversos (Colombo et al.,
2002; Sant’ana et al., 2002).

O aluporinol, um analogo da hipoxantina, inibe o catabolismo das purinas em
mamiferos e o anabolismo em patogenos do género Leishmania. Este fairmaco apresenta
atividade citotdxica seletiva aos parasitos, devido a incapacidade destes em sintetizar purinas,
necessitando, portanto de purinas pré-formadas do hospedeiro para a sua sobrevivéncia (Singh
& Sivakumar, 2004). Embora o alupurinol seja pouco eficaz como terapia isolada no
tratamento da LC (Berman, 1997), o aumento da eficacia foi observado, quando utilizado em
combinagdo com outras drogas (Pasa et al., 2005). E um substrato para varias enzimas da via
das purinas e incorpora-se ao acido nucléico do parasito. Na LV e LC foi ineficaz quando
usado isoladamente. Inibe a xantina oxidase e a produ¢do de reativos do oxigénio uteis na
eliminacdo dos parasitos, o que explica a pouca eficacia quando usado isolado (Sampaio et
al., 1997). Na Colombia a associagdo de alopurinol a0 NMG mostrou-se superior a0 NMG
isolado na LC (36% ¢ 74%, respectivamente) (Martinez et al., 1992). A associagdo de
alopurinol ao SGS foi superior ao SGS isolado no tratamento da LC (71% e 39%,

respectivamente) (Martinez et al., 1997). No Iran, estudo comparando a eficacia de NMG
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8mg SbV/kg/dia durante 14 dias, alopurinol 15mg/kg/dia durante 21 dias ¢ NMG associado
ao alopurinol concluiu que a associacao foi superior as drogas usadas isoladas (24%, 18% e
46%, respectivamente) (Esfandiarpour & Alair, 2002). O NMG associado ao alopurinol foi

eficaz em pacientes com LC refrataria no Iran (Momeni & Amijavaheri, 2003).

1.5 Busca por novos agentes antiparasitarios

O uso empirico de plantas medicinais pela populacdo tem demonstrado que caule,
raizes, folhas, sementes e frutos de plantas apresentam eficacia na cura para diversos males,
suscitando assim grande interesse no estudo cientifico. Nos ultimos anos, as plantas tornaram-
se uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos, 25% dos medicamentos
do mercado farmacéutico possuem extratos em sua composi¢cdo, alguns dos quais tém sido
usados como matéria-prima de farmacos semi-sentéticos (Bergmann et al., 1997).

A observacao das propriedades terapéuticas de produtos naturais tem levado a
pesquisa dos compostos ativos de varias espécies vegetais, metabdlitos secundarios tais como
alcaloides, terpendides, flavonodides considerados no passado como inativos, sdo hoje
ferramentas importantes no tratamento e investigagdo clinica. Compostos que estimulam o
sistema imune sdo uteis quando usados como adjuvantes no tratamento de certas doencgas
causadas por fungos, bactérias e protozoarios, como na leishmaniose. Neste caso, estudos
quimicos e imunofarmacoldgicos tem sido realizado com intuito de encontrar novos
compostos menos toxicos, economicamente mais viaveis de efeito especifico e que reverta a
resisténcia do parasito aos farmacos (Bergmann et al., 1997).

Os avancos na bioinformatica, associados ao seqiienciamento do genoma dos
parasitos, permitem identificar novas moléculas e vias bioquimicas e distinguir diferencas
moleculares entre parasito e hospedeiro (Croft, 1997; Davis et al., 2004).

Um dos grandes problemas para o desenvolvimento de novos farmacos ocorre no
momento da interpretacdo das diferencas e identificagdo do alvo que se tornara valido para a
acdo do farmaco (Croft, 1997). Por exemplo, os estudos tém atentado para farmacos de agao
antiparasitaria que possam se acumular no interior das células. Além disso, deve ser dada
aten¢do as caracteristicas fisico-quimicas do fiarmaco, pois sdo estas que irdo interferir
diretamente na sua biodisponibilidade (Croft, 1997).

Na procura por drogas contra Leishmania, compostos que foram testados com sucesso
contra outros protozoarios podem propiciar uma atividade leishmanicida. Este ¢ o caso da
buparvaquona, uma hidroxinaftoquinona que ¢ comumente utilizada no tratamento contra a

Theileria em bovinos (Garnier et al., 2007). Esta molécula apresentou uma atividade
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leishmanicida marcante quando aplicada topicamente nas lesdes cutaneas ¢ também quando
administrada parenteralmente para controlar a forma visceral. Outra classe de compostos
recentes os cis-DDP (ou cisplatina), com atividade antitumoral, foram recentemente testados
contra L. infantum apresentando atividade tanto contra formas promastigotas quanto
amastigotas por mecanismo semelhante a apoptose (Tavares et al., 2007). Similarmente, Sen
et al., (2007) utilizando o antimalarico artemisinina também observaram o desencadeamento
de apoptose em L. donovani. Estes trabalhos recentes demonstram a importancia atual da
procura de drogas antileishmania a partir de firmacos ja existentes.

Neste trabalho, dentro da busca de novos farmacos, pretendemos testar moléculas
derivadas do propranolol que apresentaram atividade prévia contra T. cruzi. As drogas
sintéticas catidnicas, os bloqueadores [-adrenérgicos, como por exemplo, pindolol,
acebutalol, alprenolol e o propranolol que apresentam a cadeia oxipropanolaminica,
mostraram atividade contra formas tripomastigotas do T. cruzi (Hamond et al., 1984). O B-
bloqueador adrenérgico propranolol apresentou atividade esterilizante in vitro contra as
formas tripomastigotas das cepas Peru, Sonya ¢ Y do T. cruzi e foi escolhido como protdtipo

para obtencao dos derivados.

1.6 O método tradicional de testes de drogas

Vérios ensaios sao realizados para a avaliagdo da susceptibilidade de formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania spp a farmacos. Os dois estagios possuem
diferengas bioquimicas, sendo que as promastigotas sa3o menos susceptiveis a farmacos que as
amastigotas. Experimentos realizados com amastigotas intracelulares se correlacionam melhor
com a resposta in vivo. Isso ocorre devido ao fato da forma amastigota ser aquela encontrada
no hospedeiro vertebrado (Fumarola et al., 2004). Entretanto, para se fazer uma triagem de
moléculas contra protozodrios intracelulares véarias dificuldades s3o encontradas na
implementagdo de um modelo de testes de drogas. No caso de Leishmania, existe um método
tradicional que ¢ muito laborioso e ndo automatizado ja utilizado hd muitos anos. Ele consiste
na avaliagc@o do crescimento intracelular das amastigotas em macrofagos apos a administracao
da droga. Estes macréfagos sdo obtidos da cavidade peritoneal de camundongos apos
estimulacdo com tioglicolato (3%) e colocados para aderir a laminulas em placas de cultura.
Feito isto, eles sdo infectados com o parasito antes da incubagao com as drogas teste. A
atividade ¢ medida através da contagem da porcentagem de células infectadas e do nimero de
amastigotas por 50-300 macréfagos (Berman & Lee, 1984; Neal & Croft, 1984; Sereno et al.,

2005; Moraes-Teixeira et al., 2008). Este método envolve uma contagem de um grande
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numero de células e exige um profissional bem treinado. Entretanto, a variacdo individual do
experimento poderia ser minimizada com o desenvolvimento de métodos semi-automatizados.

Em maléria, também existe um teste tradicional que se baseia na contagem de
eritrocitos contendo o Plasmodium falciparum (Rieckmann et al., 1978). Este método foi
semi-automatizado utilizando um marcador radioativo, a hipoxantina tritiada. Este precursor
de 4cido nucléico incorpora-se no DNA dos trofozoitos, uma vez que estes parasitos
encontram-se em hemacias que ndo possuem nucleo (Desjardins et al., 1979). Este teste ¢
bastante eficaz e tém auxiliado a triagem inicial de varias moléculas, permitindo um
direcionamento para os testes in vivo em camundongos reduzindo gastos técnico-operacionais.
Contudo, o método da hipoxantina nao pode ser usado em Leishmania, pois este precursor
também seria incorporado ao DNA dos macrdofagos. Este método apresenta a desvantagem de
produzir lixo radioativo. Em recente trabalho (Sanches et al., 2007) desenvolveram uma
metodologia que utiliza P. falciparum transfectados com a GFP para substituir tanto o método
da hipoxantina quanto o tradicional. Para viabilizar a semi-automatizagao do teste de drogas
em Leishmania no futuro, a produgdo de cepas de Leishmania GFPs ¢ um dos principais
objetivos de nosso trabalho. Com o advento da biotecnologia, desenvolvimento de
ferramentas moleculares e de aparelhos mais sensiveis, esta possibilidade torna-se mais

vidvel. Uma delas seria a aplicacao da tecnologia do gene reporter.

1.7 A tecnologia do gene reporter

1.7.1 Sistemas colorimetricos

O gene reporter consiste em uma sequéncia de nucleotideos, que introduzida em um
sistema biologico, produz a expressio de um fendtipo que pode ser detectado. E um
parametro conveniente que correlaciona eventos moleculares com a expressdo genética
(Wood, 1995). Embora novos genes reporteres sejam introduzidos a cada ano, sao poucos os
utilizados rotineiramente. Sua escolha deve ser criteriosa, pois dependera da linhagem celular,
da natureza do experimento, e da adaptacdo do ensaio para sua detecc¢do, levando-se em conta
a conveniéncia, sensibilidade, linearidade, simplicidade e dinamica (Naylor, 1999).

Os genes reporteres colorimétricos mais empregados sdo: [-galactosidase,
cloranfenicol acetiltransferase (CAT) e fosfatase alcalina. A CAT foi o primeiro gene repOrter
utilizado no monitoramento da atividade celular transcricional. E uma enzima bacteriana que
catalisa a transferéncia do grupo acetil da acetil-coenzima A, para o substrato, o cloranfenicol.

A principal vantagem do sistema que emprega CAT decorre do fato de se tratar de uma
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enzima procaridtica que apresenta uma atividade endéogena minima em células de mamiferos
(Lin & Barbosa, 2002). Além disso, CAT apresenta uma meia-vida de cerca de 50h em
células de mamiferos e essa estabilidade pode ser satisfatoria para experimentos de
transfec¢do transitoria. Por outro lado, os ensaios sdo trabalhosos e longos, o substrato
radioativo necessario para a maioria dos experimentos ¢ caro e a sensibilidade do método ¢é
inferior aquela exibida por outros sistemas reporteres desenvolvidos mais recentemente
(Naylor, 1999).

A enzima B-galactosidase ¢ uma enzima bacteriana bem caracterizada e representa um
dos sistemas repodrteres mais versateis. Sua atividade pode ser mensurada por métodos
colorimétricos ou quimioluminescentes. A clivagem do substrato (varias formas de
galactosideos) pela enzima produz uma solucdo de colora¢do amarela, detectada a 420 nm no
espectrofotometro. No ensaio quimioluminescente, mediante substratos especificos, a
atividade da enzima ¢ refletida pela quantidade de emissdo luminosa registrada por um
luminémetro. Esse ensaio chega a ser 50.000 vezes mais sensivel que o colorimétrico. A
expressdo da B-galactosidase ¢ usada como um sistema reporter para caracterizar seqiiéncias
regulatorias, mas ¢ também frequentemente adotada como um controle interno para
normalizar a variabilidade de outros ensaios repdrter, notadamente CAT e luciferase (Hollon
& Yoshimura, 1989).

O gene da fosfatase alcalina secretada (SEAP) codifica uma forma de fosfatase
alcalina placentaria humana, caracterizada pela auséncia do dominio de ancoragem a
membrana. Isso confere a propriedade de ser secretada pelas células e a vantagem de ser
quantificada a partir de aliquotas do meio de cultura de células previamente transfectadas. O
emprego da proteina SEAP oferece inumeras vantagens: multiplos tratamentos podem ser
aplicados as células, uma vez que elas permanecem intactas apds as medidas da atividade do
gene reporter, pode-se acompanhar a cinética de expressdo génica a partir de uma mesma
cultura e ndo € necessario preparar lisados de células (Naylor, 1999). Porém, o ensaio nao
deve ser realizado em tipos de células que expressam baixos niveis de fosfatase alcalina
placentdria (pulmao, testiculo, epitélio do colo uterino). Ainda, espera-se que o desenho

experimental ndo altere a capacidade secretora das células-alvo.

1.7.2 Sistemas luminescentes e fluorescentes

Os genes reporteres mais empregados nesta modalidade incluem: luciferase e a
proteina verde fluorescente (GFP). A luciferase refere-se a familia de enzimas que catalisam

~ . . A . . . +
uma reacdo de bioluminescéncia que requer a luciferina como substrato, ATP, Mg** e O,.
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Na presenga desses reagentes e mediante a acdo da luciferase das células, ocorrera uma reagao
de oxidagdo da luciferina (i e ii) com emissdo de um flash de luz que decai rapidamente que
pode ser detectado por um luminémetro (Wood, 1995). A emissdo total de luz ¢ proporcional
a atividade da luciferase na amostra que, por sua vez, reflete a taxa de transcri¢do do gene
reporter sob acdo do promotor em estudo. Este sistema tem algumas vantagens quando
comparado ao sistema CAT usualmente empregado: apresenta uma sensibilidade 10 a 100
vezes superior (Pazzagli, 1992), o processamento das amostras ¢ bem mais répido, ndo requer
o uso de isétopos, ¢ relativamente mais barato e, apresenta atividade enddgena baixa em
células de mamiferos. Por ser sensivel a degradagdo por proteases, a meia-vida da enzima
luciferase ¢ de cerca de 3h em células de mamiferos. Essa caracteristica favorece o emprego
desse sistema quando pretende estudar sistemas indutiveis, em que os aumentos observados
em relacdo aos niveis de expressdo basal necessitam ser maximizados. Os ensaios de
luciferase aplicam-se a estudos tanto in vitro quanto in vivo. A atividade da enzima pode ser
detectada em células vivas, in situ, quando se usam substratos de luciferase soluveis (ésteres
de luciferina) capazes de atravessar a membrana plasmatica. (Thompson et al., 1991).

A descoberta ¢ clonagem do gene GFP em 1991 da agua-viva Aequorea Victoria
possibilitou a expressdo desta proteina em sistemas heter6logos (Chalfie, 1995). A proteina
GFP, quando expressa em células procaridticas ou eucarioticas, produz uma fluorescéncia
verde apds a excitagdo das células por luz azul ou UV (Misteli & Spector, 1997). Essa
propriedade intrinseca da proteina permite que esse sistema seja bastante apreciado para
avaliar a expressdo de genes. GFP tem como caracteristica principal ser uma proteina
autofluorescente, propriedade que ndo requer a presenga de nenhum co-fator ou subtrato para
a geracdo de luz (510 nm). A grande vantagem da GFP ¢ que ha auséncia de lise celular,
possibilitando o monitoramento nao invasivo da expressdao do gene em tecidos vivos.

Neste sentido, uma série de trabalhos produziu vérias cepas de parasitos transfectados
com genes reporteres. Dentre as espécies do Velho Mundo podemos destacar L. infantum e L.
donovani transfectadas com luciferase episomal (Sereno et al., 2001; Gupta et al., 2005), L.
major e L. donovani transfectadas com luciferase em plasmideo de integracdo genomica (Roy
et al., 2000), L. major e L. donovani transfectadas com o gene GFP (Ha et al.,1996), L.
donovani e L. infantum com GFP episomal GFP (Singh & Dube, 2004; Kamau et al., 2001).
Dentre as espécies do Novo Mundo temos L. amazonensis episomal (Chan et al., 2003;
Okuno et al., 2003).

E possivel notar que a producio de cepas de Leishmania fluorescentes inclui em sua
maioria espécies do Velho Mundo. Apenas L. amazonensis esta disponivel dentre as cepas do

Novo Mundo. Aqui no Brasil, as espécies mais prevalentes além desta Gltima incluem L.
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chagasi, L. braziliensis e L. guyanensis. A principal vantagem da metodologia de transfecgdo
de integracdo gendmica ¢ que ela baseia-se na incorporacdo do gene reporter no DNA
genodmico do parasito, sendo, portanto, estdvel. Na transfeccdo episomal, a célula tende a
expulsar o vetor, sendo necessdria a manutencdo do parasito sob constante pressdo do
antibidtico cujo gene de resisténcia esta presente na seqiiéncia do plasmideo (Cruz et al.,
1991). Com a integracdo no genoma, isto nao seria mais necessario o que ¢ uma vantagem
importante considerando a possibilidade de haver similaridade de moléculas a serem testadas
com o antibidtico seletivo levando a resisténcia cruzada. Neste trabalho, utilizaremos uma

metodologia de transfec¢do de integragdo gendmica (Beverley & Clayton, 1993).

1.8 Justificativa

Devido as dificuldades de controlar as Leishmanioses, faz-se necessario o
desenvolvimento de métodos de busca de novas drogas mais eficazes. A técnica de teste de
drogas chamada de método tradicional, j& vem sendo realizada desde a década de 80. Nesta, ¢
realizada a avalia¢do da susceptibilidade de drogas contra o parasito intracelular in vitro. Até
0 momento ndo surgiu nenhuma outra metodologia que a superasse ou substituisse. Com o
proposito de aplicar e aprimorar tais técnicas o presente projeto busca a criacdo de varias
espécies de Leishmania fluorescentes através da inser¢do do gene da GFP. Para avaliar o
sucesso da transfec¢do com este gene neste trabalho avaliou-se alguns parametros biologicos
das cepas transfectadas comparando-as com as cepas selvagens. Ja para L. amazonensis (cepa
PHS), foi avaliado o impacto da transfeccdo na susceptibilidade as drogas padrdes (SbV e

AmB), bem como moléculas teste (derivados do propranolol).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Transfectar espécies de Leishmania com o gene da proteina verde fluorescente e avaliar o uso

potencial de L. amazonensis GFP no teste quimioterapico tradicional.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Transfectar as espécies L. amazonensis, L. braziliensis, L. chagasi, e L. guyanensis com
o gene da GFP;

2.2.2 Comparar os parasitos WT e GFP através da microscopia laser confocal e citometria de

fluxo;

2.2.3 Avaliar a curva de crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis selvagem e

GFP e sua infectividade para macréfagos murinos;

2.2.4 Avaliar a susceptibilidade de L. amazonensis selvagem e¢ GFP frente aos agentes

leishmanicidas de uso corrente (Anfotericina B e Glucantime®);

2.2.5 Avaliar a susceptibilidade de L. amazonensis selvagem e GFP frente amoléculas

derivadas do propranolol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepas e cultura de Leishmania

Os parasitos utilizados nesse trabalho sdo cepas de Referéncia da Organizagdo
Mundial de Saude e pertencem as espécies de maior importancia médica no Brasil:
e Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PHS);
e Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1975/2903);
e Leishmania (Leishmania) chagasi (MHOM/BR/1970/BH46);
e Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147).
Os parasitos foram cultivados em Meio M199 (Sigma), acrescido de 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (Cultilab), penicilina (100U/ml) (Invitrogen), streptomicina (100 pg/ml)
(Invitrogen), glutamina (12,5 mM) (Sigma), Hepes (40 mM) (Amresco), adenina (0,1 mM)
(Sigma) e 2,5 pg/ml hemina (Sigma) (Soares et al., 2002). Os parasitos foram mantidos em
garrafas para cultivo de células (em poliestireno, 4rea de crescimento de 25 cm’, 50 ml,
estéril, com tampa de rosca e gargalo inclinado) em estufa BOD (FANEM, modelo 347CD) a

26°C. Para a manutengao dos parasitos eram realizados repiques semanais.

3.2 Transfeccdo dos parasitos

3.2.1 Plasmideo B5793

O plasmideo contendo o gene da GFP (piR1Phleo-GFP+(a)(sense) (Figura 7) foi
cedido pelo Dr. Stephen M. Beverley da Washington University, St. Louis (USA). Este
plasmideo possui o tamanho de 9107 pares de base (pb). Nele existem dois sitios de restricao
para a enzima Swal que divide a sequéncia circular em dois fragmentos. O primeiro de
aproximadamente 6000 pb contendo as sequéncias: SSU’ (small subunit RNA gene in rDNA
locus — subunidade pequena do gene no locus do DNA ribossomal) de L. major, GFP, CYS2 e
LPGIR, o gene de resisténcia para a Fleomicina e finalmente a outra regido SSU’. As duas
regides SSU’ promoverao a integragdo no DNA genomico da Leishmania na regido do rDNA
por homologia. O segundo fragmento (=3000 pb) contém a sequéncia do gene de resisténcia

para a ampicilina e inicialmente utilizado para selecionar as bactérias transformadas.
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Figura 7: Mapa do plasmideo B5793.

3.2.2 Clonagem e produgao dos plasmideos

Os plasmideos foram transformados utilizando bactérias competentes Escherichia coli
TOP10 segundo Nishimura et al., (1990). As células foram colocadas para crescer em tubos
de 50 ml contendo LB (triptona a 1%, extrato de levedura a 0,5%, NaCl a 0,5%) liquido sob
agitacao (1 h, 37 °C). Posteriormente, as bactérias transformadas foram plaqueadas em placas
de Petri (100 x 20 mm) contendo LB/agar (1,8%) com a pressdo seletiva de ampicilina
(100 pg/mL).

Foram selecionadas aleatoriamente quatro coldnias que foram crescidas em 5 ml em
meio LB acrescido de ampicilina (100 pg/mL) sob agitagdo (37 °C). Foi realizada a
purificagdo do plasmideo por mini-prep (Qiagen). O produto foi submetido a digestdo
enzimatica com Swal (New England) (25 °C, 16 h) e os fragmentos de tamanhos esperados
(6000 e 3000 pb) resolvidos em gel de Agarose a 1%. As bactérias contendo o inserto foram
novamente colocadas para crescer em 200 mL de LB para posterior extragao por midi-prep
(Qiagen). A digestdo com Swal foi repetida e em seguida foi realizado um tratamento com
fosfatase alcalina (Promega) para eliminar os grupos fosfatos e evitar jun¢ao das extremidades
dos fragmentos. Para a retirada do sal, foi utilizado o kit DNA and Band Purification (GE).
Assim obtivemos os fragmentos linearizados para a eletroporagao. O fragmento de 6000 pb ¢

0 Unico que possui a sequéncia de integragdo SSU’ enquanto o fragmento de 3000 pb sera
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eliminado durante a transfeccdo. Ambos os fragmentos serdo colocados em contato com os

parasitos, porém sé o de 6000 pb possui a capacidade de integrar-se ao DNA.

3.2.3 Eletroporagao de Leishmania spp

Formas promastigotas em fase logaritmica (4-6 x 10°/mL) foram centrifugadas a
2100g por 10 minutos. Posteriormente foram lavadas em PBS e centrifugadas. Foram
ressuspendidas em tampao Cytomix (KCI a 120 mM, CaCl, a 0,15 mM, K,HPO4 a 10 mM,
Hepes a 25 mM, EDTA a2 mM e MgCl, a 5 mM, pH 7.6) (Segawa et al., 2005). Cerca de 2 x
10® células foram utilizadas na transfeccio para cada uma das quatro espécies sendo
colocadas em cubetas BTX de 0,4 cm’. Nestas cubetas foram adicionados 10 pg do plasmideo
B5793 digerido e os parasitos eletroporados a 1500 V por duas vezes com um intervalo de 10
seg. entre o primeiro e o segundo choque elétrico (Beverley & Clayton, 1993; Descoteaux et

al., 1994).

3.2.4 Clonagem de Leishmania

Apos a transfecgao os parasitos foram plaqueados em meio semi-solido contendo agar
nobre (1%) em meio M199 contendo o antibiotico seletivo fleomicina (10 pg/mL) (Sigma).
Posteriormente, apos o crescimento das colonias, os mesmos foram coletados e plantados em

meio liquido M199 (Ha et al., 1996).

3.3 Avaliacéo da producéao de fluorescéncia por Microscopia laser confocal - MLC

Para verificar a producdo da proteina GFP pelos parasitos transformados foi realizada
a vizualizagdo no microscopio laser confocal. Os parasitos da cultura (=1 x 10%mL) foram
centrifugados em microtubos (1,5 ml) e lavados 3 vezes em PBS. As promastigotas foram
colocadas na camara Attofluor Cell Chamber (Molecular Probes) devidamente montadas com
laminulas circulares de 25 mm (Fisher) e acopladas ao MLC Zeiss LSM 510. Para a detec¢ao
de fluorescéncia as amostras foram expostas ao laser 488 nm (Argonio) e a fluorescéncia
captada em um filtro Band-Pass 505 e 530 nm. As imagens foram armazenadas em meio

eletronico.
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3.4 Parametros de tamanho e granulosidade celular - Citometria de fluxo - FACS

Para comparar a fluorescéncia das promastigotas selvagens e GFPs, os parasitos (1 x
10° células/mL) foram lavados 1 X em PBS e levados ao citometro de fluxo (Becton
Dickinson). Os parametros de excitagdo e deteccdo foram de 488 e 520 nm, respectivamente.
O numero de eventos durante a contagem de células foi de 10.000, a medida da fluorescéncia
determinada em unidades de fluorescéncia (FU) e gerados os indices médios de fluorecéncia
(IFM) que foram comparados com os controles nao transfectados (Ha et al., 1996). Os dados

gerados foram catalogados e analizados pelo programa CellQuest (Becton Dickinson).

3.5 Avaliacéo Bioldgica

3.5.1 Curvas de crescimento em meio M 199

Para comparar o perfil de crescimento das formas promastigotas entre a cepa WT e
GFP, os parasitos foram semeados em triplicata na concentracdo inicial de 1 x
10° parasitos/mL. As culturas foram contadas diariamente em cdmara de Neubauer durante

um periodo de 9 dias.

3.5.2 Obtengdo de macrdéfagos murinos

O proximo passo foi avaliar se a fluorescéncia observada nas promastigotas
permaneceria apos a transformacdo em amastigotas intracelulares. Os macréfagos peritoneais
(M@s) foram obtidos de camundongos BALB/C fémeas de 6 semanas. Nestes, foram
injetados 2 ml de tioglicolato de sodio (3%) via intraperitoneal. Apos 72 horas os
camundongos foram eutanasiados em camara de CO,, mergulhados em dalcool 70% para
desinfeccdo e imobilizados na posicdo decubito dorsal. Apds a exposicdo da cavidade
peritoneal, os macréfagos foram coletados apds injecao de 5 ml de Meio RPMI 1640 (Sigma)
sem soro. A suspensao celular foi recolhida com seringa e centrifugada (10 min, 150g, 4 °C).
O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em RPMI com 10% de SFB. (Morais-
Teixeira et al., 2008; Sereno et al., 2005; Berman et al., 1984). Os macrofagos foram entdo
expostos as formas promastigotas de L. amazonensis (1:10) conforme descrito abaixo.

O procedimento de obten¢do de macréfagos murinos estd de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
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Animal (COBEA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ)

segundo a licenga L-004/08.

3.5.3 Infec¢ao de macrofagos

Formas promastigotas oriundas de cultura de L. amazonensis WT e GFP em fase
estaciondria foram centrifugadas a 2100 g (25 °C, 10 min). Foram ressuspendidas em meio
RPMI com 10% SFB (2 x 10°células/mL) e aplicadas sobre os macrofagos (10:1). Apds 5
horas de interacdo o sobrenadante contendo os parasitos livres foram removidos com meio

RPMI sem soro.

3.6 Teste quimioterapico tradicional

3.6.1 Plaqueamento dos macrofagos

Os macrofagos peritoneais foram contados em camara de Neubauer e sua viabilidade
determinada por Azul de Trypan (1%). Foram plaqueados (2 x 10> células/mL) em placas de
24 pogos contendo laminulas de 13mm. As células foram incubadas na estufa (ULTRASAFE,
modelo HF212 UV) (37 °C, 5% CO,) durante a noite para adesio das células.

3.6.2 Exposi¢ao a Anfotericina B e Glucantime

Para comparar as susceptibilidades dos parasitos GFP ¢ WT foram utilizadas as duas
drogas de uso corrente para o tratamento da leishmaniose: Antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®-Aventis) e a Anfotericina B (Sigma). Para determinar a curva dose-resposta
para posterior cédlculo do ICsy foram utilizadas 5 concentragdes para cada droga. Para o
Glucantime estas concentragdes foram 400, 200, 100, 50 e 25 pg/mL e para a Anfotericina B

foram 1; 0,5; 0,25; 0,12 ¢ 0,06 ug/mL (Moraes-Teixeira et al., 2008).
3.6.3 Exposicdo as moléculas derivadas do Propranolol
Para validar a utilizacdo do clone GFP de L. amazonensis foram testadas as 10

moléculas sintetizadas a partir do Propranolol e identificadas por UFOP 1, 2a, 2b, 3, 4a, 4b,

Sa, 5b, 5c e 5d. As concentragdes utilizadas para cada uma destas moléculas foram de 50; 25;
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12,5; 6,25; e 3,1 pg/ml. Para avaliar as infec¢des, controles sem a adigdo de drogas foram
utilizados.

Todas as amostras foram aplicadas em pogos independentes durante 3 dias e
acondicionados em estufa (ULTRASAFE, modelo HF212 UV) (37 °C, 5% de CO,). Apbs 72
horas de exposi¢do a estas moléculas, as laminulas foram coletadas e coradas pelo método
Panotico rapido (Laborclin) e posteriormente montada com Entellan® (Merck) sobre 1amina
de vidro. Em cada ensaio era realizado o controle positivo (4 pogos), no qual continha apenas
os macrofagos infectados sem a adicdo de molécula. Para as drogas testadas cada
concentragdo foi realizada em duplicata (2 pocos independentes). A porcentagem de
macrofagos infectados foi determinada através de andlise em microscopia Optica (Moraes-
Teixeira et al., 2008).

Para a plotagem das curvas e calculo dos valores de ICsy (concentragdo inibitdria de
50%) foi utilizado o programa Microcal, Origin Software (Northampton, MA, USA) (Soares
et al., 2006; Cunico et al., 2006, Oliveira et al., 2008).

3.7 Sintese dos derivados do propranolol

Esta parte foi realizada em colaboracdo com a Dra. Célia Maria Ferreira da Escola de
Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto.

Na busca de novas drogas contra T. cruzi foi proposta a sintese de analogos do
propranolol com o intuito de estudar a relagdo entre suas estruturas quimicas e a atividade
tripanosomicida. A sintese dos analogos baseou-se na metodologia utilizada para a obtencao
de B-bloqueadores (Kaiser et al., 1977). A sintese consistiu na reagdo do sal de potassio do
naftol, gerado in situ seguido pela adi¢do de epicloridrina. Na sequéncia, o epoxido I sofre
abertura do anel oxirano com as seguintes aminas: isopropilamina, dimetilamina, piperidina e

morfolina, como mostrado na Figura 8.
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Figura 8: Obtenciao de p-bloqueadores. Reacio do sal
de potassio do naftol, gerado in sifu seguido pela adicao
de epicloridrina.

Foram sintetizadas 7 substancias, sendo que os cloridratos de 1-naftiloxi-2-propanol-3-
piperidina e 1-naftiloxi-2-propanol-morfolina apresentaram atividade in vitro contra as formas
tripomastigotas do T. cruzi, nas concentragdes de 366 ug/ml e 752 ug/ml, respectivamente
(Teixeira et al., 2001).

Os analogos fenoxipropanolaminas foram sintetizados por estratégia de simplificacio
do anel naftol do propranolol e com a introdugdo de grupos doadores e retiradores de elétrons
(X= H, Cl, OMe e NO; ) na posi¢ao para do anel variando-se o grupo N-isopropila pelas

aminas: piperidina e morfolina, como mostrado na Figura 9.
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Figura 9: Estrutura quimica do Propranolol e sintese de
analogos da fenoxipropanolaminas.

Os analogos e seus sais foram sintetizados e a elucidagdo estrutural confirmada por
analise de RMN'H e de "*C.

O propranolol e seu cloridrato, juntamente com os derivados p-cloro, metoxi e nitro-
fenoxipropanol isopropilamina retem a atividade antagonista adrenérgica -bloqueador (Main
& Tucker, 1985). A substituicdo do grupo isopropilamina do propranolol ou dos derivados
fenoxi por grupos heterociclicos, tais como, piperidina ou morfolina foram propostas com o
intuito de avaliar se a introdugdo desses grupos provocam perda da atividade antagonista [3-
bloqueadora e consequentemente poderiam ser avaliados seus potenciais tripanosomicida e
leishmanicida. As estruturas quimicas de cada uma das moléculas testadas para avaliagdo de

sua atividade leishmanicida estao apresentadas abaixo (Figuras 10 e 11).
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Figura 11: Derivados obtidos a partir da
simplificacio do anel naftaleno do propranolol.

46



Materiais € Métodos

3.8 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa estatistico SAS (SAS System,
1999). Para a realizag@o das andlises estatisticas foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov
para verificagdo de normalidade dos erros, sendo considerados com distribui¢do ndo normal,
portanto foram utilizados testes ndo paramétricos para a comparacao dos dados. O teste de
Wilcoxon foi o escolhido para comparagdo de duas amostras independentes e utilizado em
todo o trabalho. Foi considerado um nivel de significancia de 1% para amostras

independentes. O valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Digestdo do plasmideo B5793

Para linearizar o plasmideo B5793 foi realizada digestdo com a enzima Swal. Como
pode ser observada na Figura 12 houve a divisdao do fragmento como esperado, por este
possuir dois sitios de restricdo para esta enzima. Assim, apds a corrida eletroforética de uma
aliquota do material processado foram visualizados em gel de agarose 1% apos ser corado
com brometo de etidio os 2 fragmentos (=3000 e 6000 pb). O fragmento maior de 6000 pb ¢ o
que contém as sequéncias dos genes da proteina verde fluorescente (GFP) e de resisténcia a

Fleomicina.

6000pb

3000pb

M A B

Figura 12: Digestio do plasmideo B 5793 com a enzima
Swa I em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio (0,5 pg/ml) M- marcador de 1kb, A) amostra 1, B)
amostra2.

4.2 Deteccdo da expressdo da proteina GFP nas formas promastigotas
A deteccdo da fluorescéncia das formas promastigotas foi avaliada ao MLC (488 nm).

Foi possivel observar a expressao da GFP nas quatro espécies transfectadas (Figuras 13 A-D).

Como esperado nos parasitos selvagens nao foi observada fluorescéncia (Figuras 13 E-F).
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Figura 13: Visualizacio de promastigotas das quatro espécies de
Leishmania transformadas com a Proteina verde fluorescente (GIFP) no
Microscopio Laser Confocal (488 nm) . A) L. amazonensis B) L. chagasi,
C) L. braziliensis, D) L. guyanensis. Controle negativo L. chagasi WT': E)
DIC (Contraste por Interferéncia Diferencial) e F) 488 nm.

4.3 Parametros de tamanho e granulosidade celular - Citometria de fluxo (FACS)

Os parametros de tamanho e granulosidade na citometria de fluxo foram utilizados
para avaliagdo biologica da transfeccdo. Diante dos dados coletados foi observado que nao
houve alteragdo nestes parametros comparando as cepas WT e GFPs de cada espécie estudada
(Figuras 14 e 15). A emissdo de fluorescéncia das cepas WT e GFP foi comparada pela
quantificagdo da fluorescéncia emitida no Citometro de Fluxo. Ao comparar a emissao de
fluorescéncia, todas as espécies apresentaram distribuicdo normal (Método Kolmogorov-
Smirnov, P<0,001), cujos coeficientes de discriminag@o variaram de 62% para L. braziliensis
a 89% para L. amazonensis (Figura 16). Os indices médios de fluorescéncia (IMF) foram 3,5
a 6,4 vezes maiores nas populagdes GFPs do que nas WT (Tabela 1). Estes resultados

confirmam com sucesso a transfec¢cdo dos parasitos sem alteracdo de sua morfologia.
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Figura 14: Avaliacio dos parametros tamanho e granulosidade de
formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi pela citometria
de fluxo. WT, tipo selvagem e GFP, transformada.
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Figura 15: Avaliacio dos parametros tamanho e granulosidade de
formas promastigotas de L. guyanensis e L. braziliensis pela
citometria de fluxo. WT, tipo selvagem e GFP, transformada.
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Figura 16: Analise comparativa da emissdo de fluorescéncia de formas
promastigotas WT (preto) e GFP (verde) no citometro de fluxo. A) L. amazonensis,
B) L. chagasi,C) L. braziliensiseD) L. guyanensis.

Tabela 1: Indices Médios de Fluorescéncia (IFM) observados para as quatro
espécies de Leishmania selvagens (WT) e transfectadas (GFP).

WT GFP Razao (GFP:WT)
L. amazonensis 4,19 26,69 6,36
L. braziliensis 7,14 25,1 3,51
L. chagasi 6,54 24,84 3,80
L. guyanensis 3,84 18,92 4,92

4.4 Avaliacédo da emissdo de fluorescéncia por amastigostas intracelulares

Para verificar a permanencia da emissdo de fluorescéncia apo6s diferenciacdo em
amastigotas intracelulares, formas promastigotas de L. amazonensis foram colocadas na
presenca de macréfagos murinos aderidos em laminula. A mesma foi levada ao MLC

(488nm) e a fluorescéncia das amastigotas confirmada como observado na Figura 17.
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Figura 17: Visualizacdo da fluorescéncia em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis GFP
em macrofagos murinos (Balb/c) no Microscopio
Laser Confocal (488 nm). A) DIC (Contraste por
Interferéncia Diferencial) e B) 488 nm.

4.5 Avaliacdo bioldgica
4.5.1 Curva de crescimento de promastigotas de L. amazonensis WT ¢ GFP

Como nao foram observadas diferencas nos parametros tamanho e na granulosidade dos
parasitos (Figura 14), o proximo passo foi comparar o perfil de crescimento da cepa WT e
GFP de L. amazonensis. Através da curva, foi determinado o dia para obtengdo de um numero
maximo de parasitos vidveis para os experimentos. Similarmente, ambas as cepas alcancaram
a fase estacionaria em cerca de 7-8 dias com uma densidade maxima de 1,6 x 10’
parasitos/mL. (Figura 18). Portanto, a transfec¢do com o gene da GFP também ndo alterou o

perfil de divisdo celular.

N2de parasitos x 10°/ml
[

Dias

Figura 18: Curvas de crescimento de promastigotas de
L. amazonensis. WT (verde) e GFP (preto).
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4.5.2 Avaliacdo dos niveis de infectividade

A avaliacdo da infectividade dos macréfagos dos controles positivos, sem droga, gerou
porcentagens médias de infec¢do para ambas as cepas. Foi observada a porcentagem de
66,46+9,81 para a cepa WT e 65,13+£7,93 para a GFP. Esses dados mostram similaridade

entre a cepa GFP e WT em termos de infectividade in vitro para macroéfagos murinos.

4.6 Teste quimioterapico tradicional

A avaliagdo quimioterapica para comparacao da susceptibilidade as drogas das cepas
WT e GFP foi realizada somente para a espécie L. amazonensis.

O teste in vitro tradicional de drogas em Leishmania baseia-se na contagem de
amastigotas intracelulares em 50-300 macréfagos corados apos exposicao as drogas (Sereno
et al., 2007). A representac¢do visual de um dos experimentos ¢ mostrada na Figura 19 apods
exposi¢do a Anfotericina B frente a L. amazonensis WT. E possivel observar que com a
diminui¢do da concentracao do farmaco (Figuras 19 B-F), ocorreu aumento do nimero de
macrofagos infectados com amastigotas intracelulares em comparacdo com o controle sem
drogas (Figura 19A). Deste modo, as porcentagens de infeccao nos permitiu calcular o ICsy da
droga. Este valor representa a concentracdo necessaria para inibir o crescimento de 50% dos
parasitos (ICsg). Para este experimento o ICsy da Anfotericina B foi de 0,18 ¢ 0,19 pug/mL para

as cepas WT e GFP, respectivamente.
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Figura 19: Teste quimioterapico tradicional in 1itro.
Susceptibilidade de L. amazonensis WT a Anfotericina B
em macrofagos murinos (Balb/c) corados pelo método
Panotipo Rapido. A) Controle positivo, B) Ipg/ml, C)
0,5ng/ml, D) 0,25pg/ml, E) 0,12pg/ml, F) 0,06 ng/ml.

4.6.1 Tratamento com drogas tradicionais

4.6.1.1 Anfotericina B

Para avaliar o potencial uso das cepas geneticamente modificadas em futuros testes
quimioterapicos, estes experimentos tiveram como objetivo comparar as médias das
porcentagens de infecgdo nos macrofagos expostos as drogas. Estes valores foram
comparados pelo teste estatistico de Wilcoxon e utilizados para a determinagdao dos ICss
utilizando o programa Microcal Origin. Nos primeiros testes utilizamos dois farmacos de uso
corrente no tratamento das Leishmanioses: anfotericina B e glucantime.

Os resultados representativos de 3 experimentos independentes foram utilizados para
calcular as médias das porcentagens de infec¢do em macrofagos expostos a anfotericina B
(Tabela 2). Os valores foram utilizados para plotar as curvas de ICsy (Figura 20). Nao foi
observada diferenca na susceptibilidade a esta droga entre as cepas WT e GFP, que

apresentaram valores de ICsy de 0,14 ¢ 0,16 pg/mL, respectivamente (P=0,74).
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Tabela 2: Porcentagens médias de células infectadas obtidas em diferentes doses
de Anfotericina B (ug/ml) nas cepas selvagem (WT) e transformada (GFP).

Anfotericina (ng/ml) Média + DP
WT GFP
1 0+0 00
0,5 0,63 + 0,64 2,75+ 1,58
0,25 14,99 + 1,81 29,15+ 1,58
0,12 62,50+ 13,13 65,27 £ 1,58
0,06 81,87 £ 8,33 85,69 £ 8,78
A B
2 -
R 2
g g 5| \\
; i KC_= 014pg/ml J o
%j o g =2 Ic’= 0_16pgfmi
:;:lwm@ em ;.‘hl ' :I:ﬂcmhga'oem l:ml k

Figura 20: Curvas de IC;, de Anfotericina B frente L. (L.)
amazonensis. A) Cepa WT, B) Cepa GFP.

4.6.1.2 Glucantime

De forma semelhante ao realizado para a Anfotericina B, as médias de 3 experimentos
independentes (Tabela 3) foram utilizadas para plotar curvas de ICsy (Figura 21). Para o
glucantime, ndo foram observadas diferengas estatisticas nas médias de infec¢cdo entre cepas
WT e GFP de L. amazonensis (P=0,41). As mesmas apresentaram valores de 1Csy de 138,77 ¢

206,82 ng/mL, respectivamente.
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Tabela 3: Porcentagens médias de células infectadas obtidas em diferentes
doses de Glucantime (ug/ml) nas cepas selvagem (WT) e transformada (GFP).

Glucantime (pg/ml) Média + DP
WT GFP
400 14,41 £ 5,97 27,90 + 10,24
200 42,31 +£10,90 53,75 + 19,15
100 60,98 + 13,52 65,88 £ 10,06
50 73,17 £ 9,69 81,88 + 14,88
25 77,41 +£3,31 81,27 £ 17,30
A B

Glucantime -GFP

] :
0
- -
- )
< =
= \ g
§ §in—
- = B | .
= K = 1387 7pgMml =
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Figura 21: Curvas de ICs, de Antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime) frente L. (L.) amazonensis. A) Cepa WT, B) Cepa
GFP.

4.6.2 Moléculas derivadas do Propranolol

Como ndo foi observada diferencas na susceptilidade entre as cepas WT e GFP
expostas as drogas tradicionais, o préximo passo foi avaliar se este mesmo padrdo se repetiria
utilizando moléculas teste. Para tanto, os derivados do propranolol foram testados. Os
resultados abaixo sdo representativos de 2 experimentos independentes.

As médias das porcentagens de macrofagos infectados (cepas WT e GFP) e expostos a
todas as drogas testes ndo foram estatisticamente significantes (Wilcoxon, P>0,05). Aqui
representaremos estas médias (Tabela 4) apenas para a molécula UFOP 1, que apresentou
valores de ICsy de 5,60 e 7,54 ng/mL para as cepas WT e GFP, respectivamente (Figura 22),
sendo estes valores bem menores do que os observados para o glucantime (Figura 21). Além
desta, as moléculas UFOP 2a, 2b, 3 e¢ 4b foram ativas contra as cepas WT e GFP sendo
possivel determinar os valores de ICso. As demais drogas ndo foram ativas e apresentaram
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ICsop maior que 50 pug/mL (Tabela 5). Para confirmar se a estimativa através da porcentagem

de infeccdo (Tabelas 2 e 4) refletia os valores médio de ICsy dos experimentos outra forma de

andlise ¢ apresentada na Tabela 5. Nesta, estdo representados os valores de ICs

(médiatdesvio-padrao) dos experimentos. Similarmente, os valores do ICsy foram muito

proximos entre as cepas WT e GFP (P>0,05).

Tabela 4: Porcentagens médias das células infectadas obtidas em diferentes
doses da molécula UFOP 1 (ug/mL) nas cepas selvagem (WT) e
transformada (GFP).

UFOP 1 (pg/ml) Média + DP
WT GFP
50 0,30 +£0,42 0,13+0,18
25 2,79 £0,97 2,42 £2,34
12,5 26,46 + 2,99 29,02 + 20,14
6,25 48,69 + 20,89 61,08 +10,18
3,12 61,73 £13,51 72,84 + 3,20
A m- B 20-
g 5D \ -g ::_
:;. ::_ ‘::. ::: I, = 7.64pgiml
% ol IC = 5.60pgfml % il
w cunca:hgioem ppfmi " w cuﬂca:hgﬁoem Rpfml a

Figura 22: Curvas de ICg, de UFOP 1 frente
amazonensis. A)Cepa WT, B) Cepa GFP.

L, (LJ
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Tabela 5: Valores de ICsy observados para L. amazonensis (WT e GFP) frente a drogas
tradicionais e moléculas teste obtidos a partir da porcentagem de células infectadas (esquerda)

e das médias dos valores de ICs (direita).

ICs (ug/mL)*** ICso (ng/mL)***

Droga WT GFP WT GFP
Anfotericina B* 0,14 0,16 0,1440,02 0,160,006
Glucantime* 138,77 206,82 139,82+40,37  239,53+90,58
[** 5,60 7,54 5,38+2,74 7,67+0,95
2a" 18,10 15,52 20,25 16,23
2b** 15,15 14,50 15,68+4,58 14,04+0,23
JE 15,52 20,68 15,50£3,15 23,15+£2,18
4a** >50 >50 >50 >50
4b** 12,70 9,31 12,67+3,53 9,98+2,32
Sa** >50 >50 >50 >50
Sh** >50 >50 >50 >50
Sc** >50 >50 >50 >50
5d** >50 >50 >50 >50

" Resultados representativos de 1 experimento.
* Resultados representativos de 4 experimentos.
** Resultados representativos de 2 experimentos.

*#* Nao foi observada diferenca estatistica entre os valores de ICs para as cepas GFP e WT (p>0,05).

Com base nos resultados observados a transfegdo de L. amazonensis com o plasmideo

B5739 resultou na expressdo do fendtipo fluorescente sem alterar sua susceptibilidade a

infeccao pelo parasito e as drogas tradicionais e moléculas teste.
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5 DISCUSSAO

A incidéncia das Leishmanioses no Brasil vem aumentando a cada ano, sendo
observado um aumento progressivo nos casos tanto de LC quanto de LV (Brasil, 2005).
Viarios fatores sdao implicados neste aumento incluindo as modifica¢cdes ambientais (Gontijo
& Carvalho, 2003), adaptacdo dos vetores e reservatorios aos ambientes modificados pelo
homem (Gontijo & Melo, 2004), auséncia de uma vacina eficaz (Fernandes et al, 2008),
drogas extremamente toxicas (Ouelette et al., 2004) e cepas resistentes ao tratamento (Croft et
al., 2006).

O aparecimento de resisténcia tanto natural quanto adquirida aos antimoniais tem sido
observada em varias partes do mundo, incluindo a América do Sul (Jackson et al., 1990),
Europa (Faraut-Gambarelli et al., 1997) e na India, onde o fendmeno é bem mais estudado
(Sundar et al., 2000). Neste pais, a resisténcia parece ter ocorrido devido ao uso
indiscriminado e descontinuo do farmaco muitas vezes em doses sub-terapéuticas. Em Bihar,
regido endémica, cerca de 60% dos casos ndo sdo responsivos ao tratamento com SbV
(Yardley et al., 2006). Ha algumas drogas alternativas, incluindo anfotericina B e
pentamidina, classificadas como segunda escolha. Entretanto, o uso destas também requer
atencdo, principalmente por apresentarem toxicidade e alto custo. Recentemente, um farmaco
oral, a miltefosina, foi aprovado para o tratamento de casos humanos de Leishmaniose
visceral (Quellette et al., 2004) e cutanea (Soto et al., 2004). Entretanto esta possui um tempo
de meia-vida longo e o efeito teratogénico ainda requer estudos mais detalhados. Diante dos
problemas de resisténcia, baixa efetividade no tratamento e a pequena lista de medicamentos
disponiveis contra as Leishmanioses sao necessarias a busca racional por novos farmacos com

atividade leishmanicida. Os esquemas terapéuticos atuais estdo representados na Tabela 6.
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Tabela 6: Drogas utilizadas no tratamento das Leishmanioses (Fonte: Croft et al., 2006).
Tipo de Leishmaniose Status das drogas  Drogas

Visceral Primeira linha Estibogluconato  de  sédio  (Pentostan®),
antimoniato de meglumina (Glucantime®)
Anfotericina B (Fungizone®)
Pentamidina
Ensaio clinico Miltefosina (oral fase I'V)
Paromomicina (fase I1I)
Sitamaquina (oral, fase II)
Anfotericina B outras formulagoes

Cutaneas Primeira linha Estibogluconato  de  sdédio  (Pentostan®),
antimoniato de meglumina (Glucantime®)
Anfotericina B (Fungizone®)
Pentamidina
Paromomicina

Ensaio clinico Miltefosina (oral fase III, registrado na Coldmbia

em 2005)
Paromomicina (formulacgao topica com
gentamicina e surfactantes, fase II)
Imiquimod (imunomodulador topico, fase II)
Antifungicos azo6is (cetoconazol, fluconazol,
itraconazol)

Devido ao pequeno nUmero de drogas disponiveis para o tratamento das
Leishmanioses e o inconveniente da maioria delas ser administrada por via parenteral, a busca
por novas formulagdes tem sido objeto de varios grupos de pesquisa no mundo inteiro. Para o
screening de novas moléculas sdo utilizadas varias metodologias. Dentre elas o teste
tradicional, que se baseia na contagem manual das células pela microscopia optica (Callahan
et al., 1997). Apesar de a microscopia Optica ser sensivel, demanda muito tempo e ¢ muito
trabalhosa, além de necessitar de um profissional bem treinado. Assim, a reprodutibilidade
experimental fica comprometida devido ao fator humano inserida na leitura do teste (Sanches
etal., 2007).

A busca por métodos alternativos para a etapa de leitura vem sendo adicionados
automatizando o processo. Um destes métodos consiste na avaliagdo da viabilidade
populacional celular pelo método MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (Sereno et al., 1997). Esta substdncia ¢ um corante vital que permite avaliar a morte
celular. Um segundo método utiliza a determinagdo da atividade da ornitina descarboxilase
(ODC) (Assaraf et al., 1994). Por acdo da enzima ODC a L-ornitina ¢ convertida em
putrescina que ¢ precursora de poliaminas. Essa sintese ¢ essencial para o crescimento de
protozoarios como a Leishmania. Com os avangos da citometria de fluxo (Fouchet et al.,
1993) varios marcadores fluorescentes vem sendo desenvolvidos para os mais diversos
estudos bioldgicos. O principal marcador utilizado em testes de drogas contra Leishmania ¢ o

Iodeto de propideo (PI) (Sereno et al., 2005). Este composto fluorescente liga-se ao DNA do
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microorganismo intercalando-se inespecificamente entre as bases, € normalmente ele ndo
atravessa a membrana celular por ser pouco lipossoluvel. Portanto, quando isso ocorre €
indicio de perda de viabilidade. Todos estes métodos descritos acima requerem, de alguma
forma, a inclusdo de mais uma etapa seja ela uma reacdo ou marcacao.

Genes reporteres incluindo luciferase, P-galactosidase, CAT, SEAP ¢ a GFP de
Aequorea vem sendo utilizados na transfec¢do de varias espécies de Leishmania para as mais
diversas finalidades (Sereno et al., 2007). Dentre as espécies do Velho Mundo s3o destacadas
L. infantum e L. donovani transfectadas com luciferase episomal (Sereno et al., 2001; Gupta
et al., 2005), L. major e L. donovani transfectadas com luciferase em plasmideo de integragdo
gendmica (Roy et al., 2000), L. donovani e L. infantum com GFP episomal (Singh & Dube,
2004; Dube et al., 2005; Kamau et al., 2001). Dentre as espécies do Novo Mundo existe
apenas L. amazonensis episomal (Chan et al., 2003; Okuno et al., 2003). A transfecgdo
episomal tem como principal desvantagem a manuten¢ao constante do parasito sob pressao de
antibidtico para que nao haja a expulsdo do plasmideo (Ha et al., 1996). Em nosso trabalho,
produzimos com sucesso as cepas GFPs com integragdo do plasmideo no DNA gen6mico, e
clonamos por sele¢do de colonias uma populagdo homogénea. Isto garante a caracteristica
clonal e evita contaminagdo com parasitos ndo transfectados (Beverley & Clayton, 1993).
Além de ndo ser necessaria a manutencao continua em presenca da droga de selecdo, no caso
a fleomicina.

Neste trabalho, foi demonstrado que a transfeccdo permitiu separar com sucesso as
populacdes GFPs das selvagens. O forte sinal observado permitiu a analise pela citometria de
fluxo com separacdo completa entre as duas populagdes. Resultados semelhantes foram
observados por Ha et al., (1996) e Chan et al., (2003) utilizando L. major, L. donovani e L.
amazonensis episomal. Produzimos pela primeira vez uma cepa de L. amazonensis GFP com
integracdo no DNA e outras espécies do Brasil incluindo L. chagasi, L. braziliensis e L.
guyanensis. Nossos resultados demonstram que a transfec¢do ndo alterou o tamanho e a
granulosidade dos parasitos, bem como o perfil de divisao celular. Dispomos atualmente das

quatro espécies GFPs de maior importancia epidemioldgica no Brasil (Tabela 7).
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Tabela 7: Espécies de Leishmania expressando gene reporter.

Espécie Gene Reporter  Expressdo Autores

Espécies do Velho Mundo

L. donovani Luciferase Episomal Gupta et al., 2005

L. infantum Luciferase Episomal Sereno et al., 2001

L. major e L. donovani Luciferase Integracdo no DNA  Roy et al., 2000

L. donovani GFP Episomal Singh, Dube 2004

L. infantum GFP Episomal Kamau et al., 2001

Espécies do Novo Mundo

L. amazonensis GFP Episomal Okuno et al., 2003

L. amazonensis (pHS) GFP Integracdo no DNA  Rocha et al., 2009
(ndo publicado)

L. braziliensis (M2903)  GFP Integracdo no DNA  Rocha et al., 2009
(ndo publicado)

L. chagasi (BH46) GFP Integracdo no DNA  Rocha et al., 2009
(ndo publicado)

L. guyanensis (M4147) GFP Integracdo no DNA  Rocha et al., 2009
(ndo publicado)

Segundo Wood, (1995) e Ha et al., (1996) o rapido progresso da genética molecular e
a utilizagdo dos genes reporteres tém permitido a manipulagdo e o monitoramento de eventos
celulares. Este progresso também levou ao desenvolvimento de equipamentos que pudessem
detectar determinado fendtipo de interesse. E importante salientar que a disponibilidade de
métodos colorimétricos, luminescentes e fluorescentes deve ser levada em conta na escolha do
melhor modelo e hipotese de trabalho. Cada método possui vantagens e desvantagens
especificas (Naylor, 1999). No caso da GFP, justificamos nossa escolha devido ao fato desta
proteina ndo possuir atividade enddgena e ser auto-fluorescente em Leishmania ndo
necessitando, portanto, de substrato. Ela pode ser facilmente detectada em um fluorimetro ou
citometro de fluxo (Fouchet et al., 1993) ¢ os mutantes ndo alteram suas caracteristicas
morfologicas basicas (Chalfie, 1995).

A produgdo de espécies de Leishmania GFPs em nosso trabalho tem a finalidade de
utiliza-las na quimioterapia, uma vez que ha necessidade de testes mais rapidos e sensiveis
que ajudaria na identificagdo de novas moléculas leishmanicidas. Com a detec¢do do fenotipo
de tais genes reporteres ¢ possivel verificar a viabilidade do parasito indiretamente através da
medida em um aparelho, o que removeria o sistema manual de andlise, aumentando a
sensibilidade, confiabilidade, conveniéncia e possibilitando a triagem em larga escala de
novas moléculas (Sereno et al., 2007).

Como as formas promastigotas foram biologicamente semelhantes nos parametros
morfoldgicos, nosso proximo interesse foi avaliar a permanéncia da expressdo da proteina
GFP nas formas amastigotas intracelulares. Para isso, macr6fagos murinos foram infectados
com o clone fluorescente de L. amazonensis e levados no MLC. Foi verificada a manutengao
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da emissdo de fluorescéncia e este resultado reforca a utilizagdo do modelo para a semi-
automatiza¢do do método de screening de drogas.

A maioria dos testes de drogas relatados na literatura quando nao utilizam apenas a
avaliacdo sobre as formas promastigotas (Chan et al., 2003) avaliam a atividade sobre as
amastigotas axénicas, cultivadas in vitro (Shimony & Jaffe, 2008). Estes dois modelos de
screening in Vitro sdo validos, mas ndo representam a realidade enfrentada pelo parasito, seja
no hospedeiro humano ou animal.

Existem outros estudos que avaliam a atividade de uma substincia diretamente no
modelo animal (Sinagra et al., 2007). Embora a avaliag@o in vivo seja uma etapa crucial, nem
sempre ha correlagdo entre o teste in vitro e in vivo. O uso excessivo de animais ndo ¢
recomendado pelos principios éticos da experimentacdo animal, além de aumentar muito o
custo do projeto. Por isso, o ideal é a identificagdo primaria utilizando um método in vitro
eficiente para posterior avaliagdo in vivo.

O citémetro de fluxo ¢ amplamente utilizado no screening de drogas para avaliagcdo de
morte parasitaria intracelular, contudo sdo utilizados os métodos que necessitam a adi¢ao de
um marcador como o iodeto de propideo (Kram et al., 2008). A utilizacdo de parasitos
fluorescentes no teste de drogas, na sua maioria, ¢ realizada sobre as formas promastigotas,
que no ambiente estdo presentes no inseto vetor, ou amastigotas axénicas, cultivadas in vitro.
Até o momento, observa-se a auséncia de metodologias que empreguem parasitos
fluorescentes infectando macrofagos.

Para permitir os futuros testes de screening utilizando os parasitos fluorescentes foi
necessario avaliar se a susceptibilidade aos medicamentos utilizados no tratamento da
Leishmaniose (Glucantime e Anfotericina B) ndo havia sido alterada. Para isso, foi realizado
o ensaio tradicional comparando a cepa GFP com a WT. Apos andlises estatisticas dos dados
obtidos ficou comprovado que a susceptibilidade era semelhante. Em nenhum outro estudo da
literatura tal comparagdo havia sido realizada até o momento. De acordo com Croft et al.,
(2006) ¢ necessario avaliar se a susceptibilidade de organismos geneticamente relacionados a
determinado farmaco se altera devido a expansdo clonal. No nosso caso, utilizamos parasitos
provenientes de uma unica colonia, o que diminui em muito esta possibilidade.

Uma dindmica interessante na busca de drogas é aproveitamento maximo de uma
molécula. Com esta finalidade, quimicos trabalham em alteragdes estruturais das moléculas na
busca da melhor condi¢do de solubilidade e potencial atividade contra determinado
microorganismo. As mais diversas mudangas podem ser realizadas como a troca de radicais, a
mudanga na polaridade, substituicdo, inser¢do ou delecdo de uma estrutura. Com este

objetivo, as moléculas testadas neste trabalho sofreram modificagdes no intuito de melhorar a
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atividade leishmanicida das mesmas. O propranolol foi a molécula original utilizada por ter
demonstrado atividade prévia contra T. cruzi (Hamond et al., 1984). Este ja ¢ um
medicamento comercializado e utilizado no tratamento da hipertensdo arterial, profilaxia e
tratamento de arritmias cardiacas, profilaxia do reinfarto do miocéardio, entre outras. A
atividade se deve a propriedades antagonistas dos receptores P-adrenérgicos. (Rang et al.,
2005). Entretanto, ela pode provocar varios efeitos colaterais como insuficiéncia cardiaca
congestiva, agravamento dos disturbios de conducdo atrioventricular, bradicardia intensa e
hipotensdo, sobretudo em aplica¢do intravenosa, infarto do miocardio ou cardiotireotoxicose
em conseqiiéncia do rebote causado pela supressdo brusca do tratamento. Além de
broncoespasmo e bloquear o efeito broncodilatador da epinefrina em pacientes que sofrem de
alergia, asma bronquica, enfisema pulmonar ou bronquite ndo alérgica. Por estes fatores o
propranolol ndo poderia ser utilizado no tratamento da Leishmaniose sem que a estrutura
quimica responsavel por tal ligacdo fosse inativada. Neste estudo o propranolol e seu
cloridrato foram modificados a partir da substituicdo do grupo isopropilamina por grupos
heterociclicos, tais como, piperidina ou morfolina para que tal atividade fosse eliminada.

Apds o teste de susceptibilidade das 10 moléculas derivadas do propranolol
verificamos que 5 delas mostraram uma atividade quando comparadas ao Glucantime uma das
drogas de referéncia. A principal caracteristica comum em 4 das 5 moléculas ativas ¢ a
presenca do anel naftaleno, fazendo desta estrutura canditada a ser responsavel pela atividade
observada. Similar ao que foi observada para as drogas padrdes, a susceptibilidade tanto da
Leishmania transformada quanto da selvagem ndo se alterou frente aos derivados do
propranolol, refor¢cando a utilizagao destes parasitos como modelo para a semi-automatizagao
da técnica.

Este trabalho abre perspectivas para a semi-automatizagdo da técnica de screening de
drogas em Leishmania utilizando as quatro espécies mais importantes epidemiologicamente
no Brasil. Pretendemos como perspectivas futuras para este trabalho avaliar a susceptibilidade
as drogas tradicionais e aos derivados do propranolol para L. chagasi, L. braziliensis e L.
guyanensis. Com a recente aquisicdo de um fluorimetro pela Institui¢ao iremos partir para a
padronizagdo e semi-automatizacdo do método. Isto possibilitarda uma maior eficiéncia na
identificagcdo de compostos e abre perspectivas de colaboragdo com grupos de pesquisa nio s6
do Brasil como também do exterior. Esperamos identificar compostos que sejam menos
toxicos, de administracdo oral, com menos efeitos colaterais que ajudem a controlar estas

enfermidades tdo morbidas causadas pelos protozoarios do género Leishmania.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel obter as quatro espécies de Leishmania transfectadas com o gene da proteina

verde fluorescente;

A transfec¢do nao alterou o tamanho e a granulosidade dos parasitos para as quatro espécies

estudadas;

A inser¢do da GFP ndo alterou a infectividade de L. amazonensis para macrofagos murinos;

A susceptibilidade das cepas selvagem e GFP de L. amazonensis frente as drogas tradicionais

(Glucantime e Anfotericina B) e moléculas testes ndo foi alterada apos a transfeccao;

Os derivados do propranolol 1, 2a, 2b, 3 e 4b apresentaram atividade in Vvitro contra

amastigotas intracelulares de L. amazonensis;

A cepa de L. amazonensis GFP podera ser utilizada para o desenvolvimento de uma

metodologia semi-automatizada para testes quimioterapicos.
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