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RESUMO

As Leishmanioses sdo doengas negligenciadas. O tratamento dos pacientes ¢ a principal
medida de controle, porém a quimioterapia das Leishmanioses apresenta dificuldades
incluindo: toxicidade dos medicamentos disponiveis, via de administracdo parenteral e
resisténcia natural de algumas cepas. O método de teste de drogas classico in vitro baseado na
contgem microscopica de macrofagos infectados apresenta limitagdes por ser laborioso, ndo
automatizado e sujeito a variagdes do observador. Deste modo, a busca por novos métodos de
triagem de drogas faz-se necessario. O estabelecimento de métodos semi-automatizados
contribuiria para aumentar a eficiéncia da busca de novas drogas contra Leishmania. Neste
trabalho, a cepa de Leishmania amazonensis (PHS8) foi transfectada com a proteina vermelha
fluorescente (RFP). Os parasitos transfectados foram avaliados segundo pardmetros celulares
e de susceptibilidade aos farmacos leishmanicidas tradicionais e derivados do propranolol. Os
parasitos selvagens (WT) e transfectados (RFP) foram analisados pela Citometria de Fluxo e
Microscopia de Fluorescéncia sendo facilmente discriminados por estas técnicas. Em geral,
ndo foram observadas diferencas na susceptibilidade entre as cepas WT e RFP frente as
moléculas testadas. Os parasitos RFPs foram submetidos ao teste de drogas com posterior
leitura no fluorimetro para a padronizacdo do método fluorimétrico. O método fluorimétrico
se mostrou bastante reprodutivel em relagdo ao método classico. Entretanto, durante a
padroniza¢do do método, mudangas na concentracao das drogas foram necessarias bem como
a determinacdo de um ponto de corte nos valores de ICsy. Este trabalho também avaliou a
atividade leishmanicida dos derivados das poliaminas e complexos metéalicos de lapachol
utilizando-se 0 método classico. Nao s6 os derivados do propranolol, mas também os das
poliaminas e lapachol se mostraram toxicos para células de Hepatoma humano (HepG2). Este
trabalho possibilitou pela primeira vez a utilizagdo de parasitos RFPs como modelo de um

teste de drogas semi-automatizado.

XV



ABSTRACT

The leishmaniasis are neglected diseases. Patient treatment is the main control measure,
however leishmanisasis chemotherapy faces several problems including: drug toxicity, the
administration rout and natural drug resistance. Also, the classical in vitro drug testing
method, which is based on microscopically counting the number of infected macrophages is
rather limited, laborious cannot be automated and is subjected to variations due to observer.
For this reason, the search for new methods and establishment of semi-automated methos id
necessary to improve the efficiency of new drugs discovery. In this present work, Leishmania
amazonensis strain PH8 was transfected with the red fluorescent protein (RFP). Transfected
parasites were evaluated for their cellular parameters and susceptibility against traditional
drugs and novel propranolol derivates. Wild type (WT) and transfected (RFP) parasites were
analyzed by flow citometry and fluorescent microscopy. Overall we did not observe any
difference in drug susceptibility between WT and RFP parasites. RFP parasite were then
submitted drug susceptibility test and analyzed by fluorimeter. The fluorimetric method
showed a comparable reproducibility to the standard method. However, during
experimentation, some adjustments on drug concentrations were necessary to determine 1Csg
threshold values. Additionally, in this work, we evaluated the activity of polyamine derivates
and (metalic lapachol complexes) against leishmania by the classical method. Propranolol
derivates, polymaine and metalic lapachol complexes were shown to be citotoxic as shown by
HepG2 cell cultures. This work was the first to show the use of RFP parasites as a model for

drug screening in a semi-automated method.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1 As Leishmanioses

As Leishmanioses sdo doengas infecciosas, ndo contagiosas, causadas por protozoarios
do género Leishmania (Ross, 1903) (Trypanosomatidae: Kinetoplastida) (Gontijo &
Carvalho, 2003). Elas podem ser transmitidas ao homem através da picada de fémeas de
flebotomineos infectadas (Killick-Kendrick, 1990). Esses protozodrios sdo organismos
unicelulares flagelados, cuja caracteristica principal ¢ a presenca do cinetoplasto, uma
organela junto a base do flagelo que contém sequéncias repetidas de DNA (kDNA) (Balafia-
Fouce et al., 1998). As Leishmanias apresentam-se sob duas formas morfologicas principais:
a promastigota (Figura 1A), que apresenta flagelo, ¢ mdvel e estd presente nos insetos vetores
e a amastigota (Figura 1B), que ndo apresenta flagelo, ¢ imovel e é encontrada nos

macrofagos do hospedeiro vertebrado.
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(Besteiro ef al, 2007)

Figura 1: Tipos morfologicos principais encontrados no ciclo evolutivo da Leishmania

/ Reticule Endoplasmatico
Autofagossomo

Tibule multi-vesicular

(VT Lisossomo

A) Forma Promastigota e B) Forma Amastigota.

As Leishmanioses sdo classificadas como doencas negligenciadas que impactam a
saude publica e a economia dos paises em desenvolvimento (Desjeux, 2004; Nussbaum et al.,
2010). A populagdo mais afetada por essas doencgas vive em areas remotas, rurais, periferias
urbanas e zonas de conflito (Yamey & Torreele, 2002). Nas ultimas décadas, elas tém se
estabelecido nas areas urbanas e peri-urbanas das grandes cidades, através da adaptagao de

seus vetores e reservatorios a estes ambientes (Ashford, 2000).
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Introducao

As Leishmanioses possuem ampla distribuicdo mundial. Estima-se que a doenga afete
12 milhdes de pessoas e que cerca de 350 milhdes vivem em areas de risco tanto no Novo
quanto no Velho Mundo. E dividida em duas formas: a Leishmaniose Tegumentar (LT) e
Leishmaniose Visceral (LV). A incidéncia anual ¢ de aproximadamente 2 milhdes de casos,
dos quais 500.000 desenvolvem a forma visceral e 1,5 milhdo a forma tegumentar (Alvar et

al., 2012; Desjeux, 2004; Murray et al., 2005; Nussbaum et al., 2010; WHO, 2011).

1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

As LTA tém ampla distribuicdo mundial e sdo responsaveis por 70-75% dos casos nos
paises: Afeganistdo, Algéria, Colombia, Costa Rica, Brazil, Etiopia, Ira, Siria, Peru e Sudao
Norte (Alvar et al., 2012). No continente americano ha registro de casos desde o sul dos
Estados Unidos ao norte da Argentina, com exce¢do do Chile e Uruguai (Figura 2A). No
Brasil, foram registrados cerca de 15.731 casos no ano de 2011 pelo Sistema de Informagao
de agravos de Notificacdo da Sistema de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(SINAN/SVS/MS). O coeficiente de incidéncia foi de 11,1 casos/100.000 habitantes. A regido
Norte apresenta o maior coeficiente (53,5 casos/100.000 habitantes), seguida das regides
Centro-Oeste (16 casos/100.000 habitantes) e Nordeste (14,9 casos/100.000 habitantes)
(Brasil, 2012; SUS, 2012 a).
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Figura 2: Distribuicdo Geografica das Leishmanioses no Novo Mundo.

A) Leishmanioses Cutanea e Mucocutanea. B) Leishmaniose Visceral.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) ¢ caracterizada pelo

comprometimento dérmico de carater polimorfico e espectral da pele e mucosa manifestando
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diferentes formas clinicas descritas a seguir: a Leishmaniose Cutanea (LC) e a Leishmaniose
Cutaneo-Mucosa (LCM). Outros tipos de manifestacdo de importancia sao: a forma
disseminada e a forma difusa (Herwaldt, 1999; Ministério da Saude, 2006a).

A Leishmaniose Cutanea classica (LC) apresenta ulcera tipica indolor e costuma
localizar-se em areas expostas da pele, com formato arredondado ou ovalado. A Leishmaniose
Cutanea mucosa (LCM) representa 3 a 5% dos casos de LC que progredirdo para a lesdo
mucosa. Geralmente, a lesdo ¢ indolor e destrutiva inicia no septo nasal anterior, que ¢é
cartilaginoso e de facil visualizagcdo. A forma classica de LCM ¢ secundéria a lesdo cutanea.
Acredita-se que a disseminacdo metastatica ocorra por via hematogénica ou linfatica.
Normalmente, surge apds a cura clinica da LC. Tem inicio insidioso € pouca sintomatologia, a
lesdo pode curar com ou sem tratamento. Pacientes com lesdes cutineas multiplas, lesdes
extensas e com mais de um ano de evolu¢do, localizadas acima da cintura, sdo o grupo com
maior risco de desenvolver metastases para a mucosa. Acomete com mais frequéncia o sexo
masculino e faixas etarias mais altas do que a LC. As lesdes de pele, proximas aos orificios
naturais, também podem, por contiguidade, invadir as mucosas. Cerca de 15% dos casos
também ocorrem sem lesdo primdria da pele. Em 1% dos casos de forma mucosa, a
manifestagdo pode ser s6 na laringe. As evidéncias sugerem que, entre os pacientes com LC
que evoluem para LCM, 90% o fazem nos primeiros 10 anos. Desses, 50% ocorrem nos
primeiros 2 anos apds a cicatrizagao das lesdes cutaneas. O agente etiologico causador da
LCM, no Brasil, ¢ a L. (V.) braziliensis, entretanto ja foram citados casos na literatura
atribuidos a L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis (Ministério da Saude, 2007; Herwaldt,
1999).

A Leishmaniose Difusa ¢ rara, porém grave e desencadeada por infec¢des causadas
por L. (L.) amazonensis. Ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta
imune celular a antigenos de Leishmania. Inicia-se de maneira insidiosa, com lesdo Uinica e
ma resposta ao tratamento, evolui de forma lenta, com formacdo de placas e multiplas
nodulagdes nao ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas. Cerca de 350 casos foram
descritos na literatura mundial (Barral et al., 1995; Castes et al., 1983; Convit et al., 1972;
Costa, 1995; Okelo et al., 1991; Ministério da Saude, 2006a).

A Leishmaniose Disseminada ¢é caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes
papulares e de aparéncia acneiforme, que acometem vdarios segmentos corporais,
principalmente a face e o tronco. A L. (V.) braziliensis e a L. (L.) amazonensis sdo as duas
espécies reconhecidas como causadoras deste tipo de manifestacdo. A forma disseminada ¢
relativamente rara que pode ser observada em até 2% dos casos. O numero de lesdes pode

alcancar centenas. Posteriormente ao desenvolvimento das lesdes primarias, acontece um
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fenomeno de disseminacdo do parasito por via hematica ou via linfatica que se estabelece em
poucos dias, causando lesdes distantes do local da picada. Outros aspectos a serem destacados
nessa forma clinica sdo: o acometimento mucoso concomitante, que tem sido observado em
até 30% dos pacientes, e as manifestacdes sistémicas, como febre, mal-estar geral, dores
musculares, emagrecimento, anorexia, entre outros. A resposta ao tratamento especifico
apresenta resultados satisfatorios com o uso de antimoniato de meglumina, embora a maioria
dos pacientes requeira uma ou mais séries adicionais de tratamento para alcancar a cura
clinica (Ministério da Saude, 2007).

No Brasil, ja foram identificadas 7 espécies de Leishmania dermotropicas causadoras
da LTA, sendo 6 delas do subgénero Viannia e 1 do subgénero Leishmania. As 3 principais
espécies sao:

> Leishmania (Leishmania) amazonensis causa ulceras cutineas localizadas e,
ocasionalmente, alguns individuos podem desenvolver a Leishmaniose Difusa (Gontijo &
Carvalho, 2003). A forma cutanea classica apresenta distribuicao pelas florestas primarias e
secundarias da Amazonia legal (Amazonas, Pard, Rondonia, Tocantins e Maranhdo). Sua
presenca amplia-se para o Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo), Centro-
oeste (Goias) e Sul (Parand). Evidéncias indicam que roedores silvestres do género
Proechymis e Oryzomys seriam os reservatorios desta espécie. Os flebotomineos vetores sdo
Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia reducta ¢ Lutzomyia olmeca nociva (Amazonas e
Rondodnia) (Silveira et al., 1997). Estas espécies sdo pouco antropofilicas, o que justifica uma
menor frequéncia de infec¢do humana, estando associada com atividades ocupacionais ligadas
a mata. Seu principal vetor, L. flaviscutellata, apresenta ampla distribuigdo geografica, sendo
encontrado em diferentes habitats de paises fronteirigos ao Brasil e nos estados onde estdo
ocorrendo os casos da doenca, principalmente em regides de matas imidas em densidades
elevadas (Lainson, 1997).

> Leishmania (Viannia) braziliensis foi a primeira espécie de Leishmania
descrita e incriminada como agente etiologico da LTA. E a mais importante, nio so6 no Brasil,
mas em toda a América Latina. Tem ampla distribuicdo, desde a América Central até o norte
da Argentina. Esta espécie estd amplamente distribuida em todo pais (SUS, 2012a). E
caracterizada por ulcera cutanea, Uinica ou multipla, e cerca de 3-5% dos casos podem evoluir
para a principal complicagdo que ¢ a metastase por via hematogénica, para as mucosas da
nasofaringe, com destrui¢do desses tecidos, por isso ¢ classificada como Leishmaniose Muco-
Cutanea (Bittencourt & Barral, 1991; Ministério da Saude, 2011; Herwaldt, 1999). A
frequéncia desta complicagdo vem sendo reduzida, provavelmente devido ao diagndstico e

tratamento precoces. Muitos aspectos da eco-epidemiologia desta espécie ainda sao
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desconhecidos. Seus reservatorios principais incluem roedores silvestres (Bolomys lasiurus,
Nectomys squamipes) ¢ sinantropicos (Rattus rattus). Seus principais vetores incluem
Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia dependendo da regido (Lainson & Shaw, 1978).
> Leishmania (Viannia) guyanensis causa predominantemente lesdes ulceradas
cutaneas Unicas ou multiplas como consequéncia de varias picadas ou metéstases linfaticas
(Gontijo & Carvalho, 2003). Aparentemente limitada a Regido Norte (Acre, Amapa, Roraima,
Amazonas e Para) e estendendo-se pelas Guianas. E encontrada principalmente em florestas
de terra firme, em areas que ndo se alagam no periodo de chuvas (SUS, 2012 a). E muito raro
0 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 criangas acometidas pela doenca. Esta espécie ja foi isolada de
mamiferos silvestres, tais como a preguica (Choloepus didactylus), o tamandua (Tamandua
tetradactyla) ¢ o gamba (D. albiventris), tendo sido encontrada 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 fronteirigos ao Brasil e também nos estados do Acre, Amapa,

Amazonas, Maranhao, Mato Grosso, Para, Roraima e Rondonia (Lainson & Shaw, 1978).

1.3 Leishmaniose Visceral

A Leishmania (L.) infantum (sin. L. (L.) chagasi), é a espécie responsavel pela
Leishmaniose Visceral (LV) no novo mundo. E a forma mais grave da doenca porque se nio
tratada pode evoluir para o 6bito. Na literatura, também ja foi relatada a existéncia de
manifestagdes viscerais causadas por L. (L.) amazonensis (Murray et al., 2005). Estima-se que
20% dos individuos infectados desenvolvem a forma cléssica desta manifestacdo e que a
grande maioria dos infectados permanecerao assistomaticos pelo resto da vida (Ministério da
Satde, 2011). E uma doenca cronica, sistémica, caracterizada inicialmente por febre de longa
duragdo, hepatoesplenomegalia discreta, perda de peso, anemia, e se ndo tratado o paciente
evolui para hepatoesplenomegalia volumosa, persisténcia de febre, piora da palidez cutaneo-
mucosa e emagrecimento progressivo (Chappuis et al., 2007). Os fatores que determinam a
gravidade das manifestagdes clinicas variam de acordo com o tempo de evolug¢ao da doenca.
O periodo de incubacdo ¢ em média de trés meses. O periodo final da doenga associa-se com

infeccdes bacterianas, desnutrigdo proteico-energética grave, epistaxe, sangramentos cutaneos
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ou digestivos, sendo as infec¢des bacterianas responsaveis pela maioria dos 6bitos (Ministério
da Saude, 2007).

A LV ¢ considerada endémica em 62 paises, sendo prevalente em Bangladesh, Etiopia,
India, Suddo, Sudio Sul e Brasil. Anualmente acomete cerca de 0,2 a 0,4 milhdes de casos no
mundo (Alvar et al., 2012). No continente Americano ¢ encontrada desde o México até
Argentina (Figura 2B) e cuja distribui¢dao coincide com a do vetor Lutzomyia longipalpis
(Grimaldi et al., 1989; Soares & Turco, 2003). Na area urbana, o cdo (Canis familiaris) ¢ a
principal fonte de infecg¢@o, enquanto as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e
gambas (Didelphis albiventris) sdo os reservatorios silvestres (Sherlock et al., 1984). Cerca de
90% dos casos de LV ocorrem em areas rurais ¢ suburbanas economicamente desfavorecidas,
particularmente no subcontinente da India, Leste da Africa e Américas Central e do Sul, com
o Brasil contribuindo para maior parte dos casos do Novo Mundo (Alvar et al., 2012).

A LV era uma doenga restrita as areas rurais principalmente no nordeste brasileiro.
Porém, nos ultimos 20 anos, ela avangou para outras regides e alcangou grandes centros
urbanos (Ashford, 2000; Costa et al., 2007; Gontijo & Melo, 2004; Michalsky et al., 2007).
Esse processo de periurbanizagdo e urbaniza¢do da LV para os municipios de médio e grande
porte, ndo s6 no Brasil como em outras partes do mundo resultaram em varios surtos como,
por exemplo: no Rio de Janeiro (RJ) (Marzochi et al., 2009), Belo Horizonte (MG) (Silva et
al., 2001), Aragatuba (SP) (Camargo-Neves et al., 2001), Santarém (PA), Corumba, Teresina
(PI), Natal (RN), Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Camagari (BA) e, mais recentemente, as
epidemias ocorridas nos municipios de Trés Lagoas, Campo Grande e Palmas (TO) (Brasil,
2011; Gontijo & Melo, 2004).

No Brasil, no ano de 2011 foram registrados 3.894 casos de LV e incidéncia de
2/100.000 habitantes. Atualmente, a LV ocorre em 21 dos 27 estados brasileiros destacando-
se os da regido Nordeste, onde ocorrem 47% dos casos notificados. O principal problema da
LV ¢ a alta letalidade com 262 (6,7%) 6bitos ocorridos no ultimo ano (SUS, 2012 b). Um dos
piores indices de letalidade foi registrado no municipio de Belo Horizonte. Foram notificados
37 casos em 2012, e 9 destes progrediram para obito, o que represultou uma letalidade de

24% (PBH, 2012).

14 Controle das Leishmanioses

O controle das Leishmanioses ¢ bastante complexo em funcdo da diversidade de
agentes, reservatérios, vetores e situacdo epidemiologica, aliadas ao conhecimento

insuficiente sobre varios destes aspectos (Ministério da Saude, 2006a, 2007). Outros fatores
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importantes incluem: modificagdes ambientais ocorridas nas ultimas décadas, adaptacdo dos
vetores e reservatorios aos ambientes modificados pelo homem (Gontijo & Carvalho, 2003;
Gontijo & Melo, 2004), auséncia de uma vacina eficaz (Fernandes et al., 2008), aos
medicamentos utilizados no tratamento serem toxicos (Ouellette et al., 2004) e o surgimento
de cepas resistentes ao tratamento como por exemplo: L. (L.) amazonensis (Agnew et al.,
2001); (do Monte-Neto et al., 2011), L. (V.) braziliensis (Souza et al., 2010), L. (L.) infantum
(sin, L. (L.) chagasi) (Inocencio da Luz et al., 2011; Sereno et al., 2001), L. (L.) donovani
(Kumar et al., 2009). Desta forma, as medidas de prevencao e de controle estdo diretamente
relacionadas ao diagnéstico precoce e tratamento adequado dos pacientes, bem como a
redu¢do do contato homem-vetor, com medidas de protecdo individual, controle de
reservatorios e aplicagdo de inseticida, quando indicados (Alvar et al., 2012; Marzochi &
Marzochi, 1997).

De acordo com a literatura sabe-se que a transmissao das Leishmanioses ¢ mantida em
um complexo sistema biologico que envolve o reservatdrio animal, o parasito, o vetor
flebotomineo e em algumas situagdes o hospedeiro humano. Portanto, medidas integradas de
controle dos vetores e dos reservatdrios bem como tratamento dos casos devem ser adaptadas
a cada contexto (WHO, 2010). Por exemplo, as LCs geralmente sdo transmitidas no ambiente
silvestre quando o homem entra na mata para trabalhar. Neste caso a aplicacao de inseticidas
torna-se inviavel sendo a protecao individual mais adequada com o uso de repelentes (Gontijo
& Carvalho, 2003; Marzochi & Marzochi, 1997). J& para a LV, que tem aumentado nas
grandes cidades, a borrifagdo tanto do intra como do peridomicilio é necessaria
principalmente nos canis e galinheiros, que sdo ambientes propicios a proliferacdo do vetor
(Gontijo & Melo, 2004). Outra medida aplicavel, a de eliminacao do reservatorio doméstico
(cd0), resulta em desconforto afetivo para as familias. Esta medida € necessaria devido ao fato
do animal ndo responder ao tratamento convencional e ainda, pode tornar-se um foco de
transmissdo importante. 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).

Outra medida de controle seria através da administracdo de vacinas. As vacinas
humanas de primeira geragdo foram desenvolvidas a partir de parasitos mortos ou extratos.
Inumeras tentativas para desenvolver tal vacina foram feitas no Brasil, Colombia, Equador,
Venezuela e Republica Islamica do Ird contra Leishmaniose cutdnea e no Suddo contra
Leishmaniose visceral. Trés candidatos foram testados: vacina de L. (L) amazonensis baseada
em derivados de uma versdo anterior cinco valente conhecida como vacina Mayrink e depois

de parasito tnico de L. (L.) mexicana produzidos na Venezuela e administrado como a BCG
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(vacina Convit) (Kohli et al., 1991) e outra produzida na Reptblica do Ird, também
administrada como BCG (Instituto Razi de Vacina) (Sharifi et al., 1998). Os resultados foram
inconclusivos ou negativos para profilaxia, mas tem sido promissores para as indicagdes
terapéuticas (WHO, 2010).

A segunda geragdo de vacinas consiste em proteinas recombinantes e vacinas
genéticas. Muitos antigenos definidos podem proteger os animais experimentais quando
usados com adjuvantes, mas até agora apenas uma vacina chamada Leish-111f+MPL-SE
chegou a ensaios clinicos. Ela estd sendo avaliada para a imunoterapia da Leishmaniose
dérmica pos calazar (PKDL) no Sudao, em ensaios de fases I e II no Peru e em fase de teste I
na India. (Coler et al., 2007; WHO, 2010).

Com o avanco da biotecnologia novos processos de inovagdo estdo surgindo. Como ¢
o caso da produgdo de parasitos geneticamente modificados que causariam menor infecg¢do ou
doenca mais branda. Eles tém mostrado indu¢do da resposta imune quando desafiados em
modelos de camundongos. No entanto, ¢ pouco provavel que uma vacina profilatica esteja
disponivel dentro dos préximos cinco anos para qualquer forma de Leishmaniose.

Vacinas caninas contra a LV encontram-se em desenvolvimento. No Brasil,
atualmente existem duas vacinas sendo comercializadas: a Leishmune®, desenvolvida pela
Universidade Federal do Rio de Janeiro juntamente com o laboratorio Fort Dogde Saude
Animal (Borja-Cabrera et al., 2002) e a Leishtec®, recentemente desenvolvida por grupo da
Universidade Federal de Minas Gerais em parceria com a Hertape Calier Satde Animal
(Fernandes et al., 2008). Essas duas vacinas foram liberadas apenas pelo Ministério da
Agricultura apds mostrarem uma diminui¢do promissora da gravidade da doenga nos caes.
Entretanto, o Ministério da Satde nao recomenda o uso para fins de saude publica, porque
ainda ndo foram feitos os estudos conclusivos mostrando os potenciais efeitos na diminui¢ao
das taxas de transmissdo. Os estudos de campo (Fase III e IV) estdo em curso para determinar
a real eficacia destas vacinas (Evans & Kedzierski, 2012).

Atualmente um agravante para o controle das Leishmanioses sdao os casos de
coinfec¢do HIV-Leishmania. Essa coinfecgdo ¢ considerada doenga emergente de alta
gravidade em vdrias regides do mundo. Ela ja foi relatada em 35 paises nos continentes:
Africano, Asiatico, Europeu e Sul Americano e pode ocorre tanto na LTA quanto na LV. No
sul da Europa, 70% dos casos de Leishmaniose em adultos estdo associadas ao HIV e
principalmente em usuarios de drogas injetaveis, diferentemente do Brasil que apenas 3,6%
dos casos apresentam essa associacdo (Brasil, 2011; Croft & Olliaro, 2011). Nas ultimas
décadas vem sendo observado o aumento do nimero de casos de coinfec¢do ¢ ainda ¢

esperado seu crescimento continuo, devido a superposi¢ao geografica das duas infecgoes,

24



Introducao

como consequéncia da urbanizagdo das leishmanioses e da interiorizagdo da infeccdo por
HIV. O Brasil surge como o pais que mais requer atengao devido ao grande numero de casos

das duas infecgoes (Jarvis & Lockwood, 2013; Saude., 2006).

1.5  Farmacos disponiveis para o Tratamento

Diante do que foi descrito at¢ momento, ¢ possivel concluir que existem inimeros
desafios no controle das Leishmanioses. A auséncia, na pratica, de uma vacina eficaz ¢ a
dificuldade em controlar os vetores e reservatorios ainda constitui um problema geral. Desta
forma, o tratamento dos casos humanos ainda constitui a principal ferramenta no controle
desta doenga. Sabe-se que o arsenal terapéutico para o tratamento das Leishmanioses ¢
extremamente limitado e consiste nos antimoniais pentavalentes (estibogluconato de soédio e
antimoniato de meglumina), anfotericina B (e suas formulagdes lipidicas), miltefosina e
paramomicina (Alvar et al., 2006). Estas drogas tém grandes desvantagens com relagdo ao
tempo de tratamento necessario que ¢ longo, a injecdo ¢ dolorosa, a toxicidade ¢ grave, pode
acontecer resisténcia ao tratamento, ¢ dificil o limite entre a dose eficaz ¢ nefrotoxica, os
farmacos apresentam instabilidade térmica, custo elevado do tratamento e baixa adesdo dos
pacientes (van Griensven et al., 2010). Na tabela 1 foram listados os principais farmacos
utilizados no tratamento das Leishmanioses e suas principais caracteristicas como via de
administracgdo e custo. Outras substancias estdo em fase de teste como a sitamaquina na fase II
para administracdo oral, imiquimod que ¢ um imunomodulador tépico estd na fase II e

antifingicos azois (cetoconazol, fluconazol, itraconazol) (Croft et al., 2006b).
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Tabela 1: Drogas utilizadas no tratamento das Leishmanioses e suas caracteristicas (Freitas-Junior et al., 2012).

Droga Via Esquema de tratamento Eficacia* Resisténcia Toxicidade Custo em
administra¢ao dolar ()
Antimoniais IV, IM, IL 20mg/kg/dia 352 95% dependendo  Comum. Na India >60% Cardiotoxicidade, 50-70
pentavalente 30 dias da area pancreatite,
nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade
Anfotericina B v Img/kg/dia 90% Observadas em cepas de Nefrotoxicidade ~100
desoxicolato 30 dias laboratério
(maxima 15mg/kg)
Anfotericina B v 5-20mg/kg 97% Nao documentado Tremores e calafrios 280
liposomal 4-10 doses durante a infusdo
10-20 dias
Miltefosina Oral 1,5 — 2,5mg/dia 94-97% Observadas em cepas de Gastrointestinal, ~70
28 dias na [ndia laboratoério nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade,
teratogé€nico
Paramomicina M 15mg/kg/dia 46-85% Observadas em cepas de Nefrotoxicidade, ~10
21 dias na Africa depende da laboratério ototoxicidade,
dose hepatotoxicidade

IV - Intravenoso

IM - Intramuscular

IL — Intralinfatico

* Cura definitiva em 6 meses
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1.5.1 Antimoniais Pentavalentes

O antimonial trivalente (SbIIl) foi o primeiro agente farmacoldgico utilizado no
tratamento da LV, em 1915 na Itilia e India. Apds 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 sédio (SGS) (Pentostam®)
(Figura 6B) e o antimoniato de N-metilmeglucamina (NMG) (Glucantime®Aventis) (Figura
6A), que continuam em uso até hoje (Soto et al., 2004). Ambos compostos sdo derivados do
acido estibonico no qual estd ligado o antimdnio ao agrupamento de atomos de carbono,
oxigénio e glicose.

No Brasil, a droga de primeira escolha ¢ o Glucantime®, que ¢ de distribuicao gratuita
pelo Sistema Unico de Satide (SUS). 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 desoxicolato (AmB). O Glucantime® ¢ administrado por
via parenteral requerendo atendimento ambulatorial. Ele é rapidamente excretado pelos rins,
impedindo seu aciimulo a niveis toxicos (Goodwin & Page, 1943). Embora os antimoniais
pentavalentes sejam os mais seguros para o tratamento convencional das Leishmanioses,
efeitos adversos aparecem tais como nauseas, vOmitos e convulsdes (Costa et al., 2003)
cardiotoxicidade (Sundar et al., 1998), pancreatite (Shahian & Alborzi, 2009) e
nefrotoxicidade (Zaghloul & Al-Jasser, 2004), Apesar de sua comprovada eficacia, o periodo
de terapia longo e insucessos terapéuticos sdo observados (Ashutosh et al., 2005). Alguns
estudos vém buscando reduzir a toxicidade das drogas com o uso da nanotecnologia através
do melhoramento da absorc¢ao das drogas com sistemas de entrega dos antimoniais (Frezard et
al., 2009), incluindo formulagdes baseadas em liposomas (Schettini et al., 2005) e
formulagdes baseadas na ciclodextrina para administragao oral (Demicheli et al., 2004).

O mecanismo de acdo dos antimoniais ainda ndo estd completamente elucidado. As
primeiras hipdtesis sugeriam que a agdo do antimoOnio seria através da interferéncia da
glicolise e B-oxidacdo dos acidos graxos nas amastigotas. Consequentemente o efeito anti-
Leishmania ¢ parcial devido ao esgotamento dos niveis intracelulares de ATP (Berman et al.,
1987; Berman et al., 1985). No entanto, essas vias ndo foram identificadas. Trabalhos mais
recentes relacionam o mecanismo a interferéncia no metabolismo da tripanotiona por dois
mecanismos distintos (Wyllie et al., 2004). O antiménio pentavalente (SbV) que ¢ uma pro-
droga que entra no macréfago 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 SbIll faz-se através da aquagliceroforina
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(AQP1). A redugdo de SbV a Sblll pode ser catalisada pelas enzimas antimonio redutase
(ACR2) (Mukhopadhyay et al., 2000) ¢ tiol redutase dependente (TDR1) (Denton et al.,
2004) ou ocorrer quimicamente pela agdo de tidis. O SbIIl provavelmente interage com
componentes celulares ou pode ser conjugado com tidis (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. Porém, estes mecanismos variam
dependendo se a cepa de Leishmania foi naturalmente resistente ou foi obtida por resisténcia

induzida (Figura 3A e B).

Mutanteresistente ao Sb(IIT) Cepanaturalmenteresistente ao Sb(V)

Macrofago Macrifago

om
L 0
p Gest DDDCT

GSHT Espermidina

Cys

TSHN =2 75,
TPx

\bshrrs;,
-

TOR1
Tiols

P ra— . N, Y =7 |=>sb(18),

Sbiin).

AQP1Y

Sbin

b Sb{lll)+GSSG Ashutoshetai., 2007

Figura 3: Esquema dos mecanismos de acdo e resisténcia para o antimdnio. A) Mutante
resistente ao Sb(III) gerado em laboratorio. B) Cepa naturalmente resistente ao Sb(V) de
isolado clinico. A entrada do Sb(V) no parasito ocorre por um transportador desconhecido,
e Sb(II) através da aquagliceroforina (AQP1). Em A) o nivel de tripanotiona (TSH) ¢
aumentado devido ao aumento da atividade da ornitina descarboxilase (ODC) e v-
glutamilcisteina sintetase (y-GCS), enzimas limitantes para a biosintese de tiol. A via de
desintoxicac¢ao inclui formagdo de complexos de Sb(IIl) com o sequestro de TSH e
subsequente sequestro via MRPA amplificado e ou por bombas de efluxo desconhecidas.
Em B) uma menor expressdo de ODC levaria a uma menor biossintese de tiol, inibindo a
ativacdo de Sb(V). A diminui¢do da expressdo de AQP1 também restringe a entrada de
Sb(III) para o parasito. Sb(III) intracelular pode estar envolvida quer por sequestro ou por
efluxo conjugados Sb(III)-Tiol. Enquanto que nos macrofagos sao conjugados com GSH e

eliminado por transportadores ABC.
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A resisténcia observada em Leishmania parece seguir o que ja vem sendo descrito para
outros organismos. Esta resisténcia deve-se principalmente ao gene conhecido por MDR
(resisténcia a multiplas drogas) que confere resisténcia a drogas hidrofébicas através das
proteinas como a glicoproteina P (P-gp) e proteina multi-droga (MRP). Em Leishmania o
MRP também confere MDR, embora isso ndo possa ser revertido por moduladores
convencionais, a proteina responsavel ¢ conhecida como MRP1.

A existéncia de efeitos colaterais e 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. (V.) braziliensis frequentemente apresenta
resisténcia a tratamentos de curta duragdo ou em doses baixas (Moreira et al., 1998; Moreira
et al., 1995). No Velho Mundo, cepas de L. (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 areas,

tratamento médico inadequado com doses baixas ¢ descontinuas (Sundar et al., 1994).

1.5.2 Anfotericina B

O Anfotericina B (AmB) (Figura 5D) ¢ um antibiotico polieno produzido por
diferentes espécies de Streptomyces e inicialmente utilizado no tratamento de infecgdes
fungicas sistémicas, mas também apresenta atividade contra Leishmania. A anfotericina ¢
encontrada sob duas formas: A e B, sendo a B mais ativa e a tnica usada clinicamente
(Vandeputte et al., 1956). E um farmaco insolavel em agua e com pH neutro, e a formulagio
licenciada para uso na rotina clinica ¢ uma mistura de anfotericina B com o detergente
desoxicolato em tampao fosfato promovendo a solubilidade da substiancia (Brajtburg &
Bolard, 1996). O Fungizon é o produto produzido e comercializado pela Bristol-Myers
Squibb. Este farmaco tem induzido altas taxas de cura em pacientes infectados por L. (L.)
donovani, particularmente quando administradas em criangas e gestantes ¢ nos casos de
resisténcia do parasito aos antimoniais (Lira et al., 1998; Singh & Sivakumar, 2004). A
anfotericina B nfo sofre acumulagio plasmatica com a utilizagio em doses diarias. E uma
droga extremamente toxica que exige internacdo € monitoramento de fungdes vitais, sendo
uma terapia de alto custo (Kafetzis et al., 2005). No Brasil, alguns estudos vém sendo
realizados para determinar o melhor esquema terapéutico. 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
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maximo de 50 mg por aplicacdo até a dose total de 1 a 1,5 g para LC e de 2,5 a 3 g para LMC.
Os efeitos colaterais apresentados ocorrem principalmente durante a infusdo venosa que leva
de 4 a 6 horas, sendo febre, ndusea, vOmito, calafrios, hipotensdo ou hipertensao,
comprometimento da funcdo renal e redug¢do dos niveis séricos de potassio (Brajtburg &
Bolard, 1996). O tempo total de tratamento ¢ de 14-20 dias.

A atividade leishmanicida da anfotericina B foi demonstrada no final da década de 50,
quando passou a ser utilizada para o tratamento da Leishmaniose, sendo considerada uma
alternativa para o tratamento das leishmanioses mucocutanea e visceral. (Saha et al., 1986).
Atua ligando-se ao ergosterol da membrana celular de fungos e Leishmania (Figura 4A),
porém, ndo apresenta afinidade pelo colesterol da membrana plasmatica de mamiferos (Singh
& Sivakumar, 2004). A AmB interage com os ergosterdis de membrana, principalmente o
ergosta-5,7,24(24")-trieno-3p-ol (Figura 4A — seta a direita) induzindo a formagio de poros na
membrana promovendo a vazamento de ions causando a perda da permeabilidade da
membrana levando a parasito a morte (Roberts et al., 2003). A toxicidade e efeitos colaterais
observados ocorrem devido a ligacdo da AmB, em pequenas quantidades, ao colesterol da
membrana plasmatica das células dos mamiferos (Olliaro & Bryceson, 1993). A resisténcia
ocorre quando a célula utiliza precursores de ergosterol tais como colesta-5,7,24(24")-trieno-
3b-ol (Figura 4A — seta a esquerda) pelo qual a droga tem pouca afinidade (Mbongo et al.,
1998).
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Figura 4: Mecanismo de agdo e resisténcia da Anfotericina B (A),
Miltefosina (B) e Pentamidina (C). Legenda: ATP- adenosina trifosfato,
ADP- adenosina difosfato.

Com o aparecimento de resisténcia aos antimoniais pentavalentes, a Anfotericina B se
tornou a primeira linha de tratamento em muitas regides como em Bihar na India, onde mais
de 60% dos pacientes com leishmaniose visceral ndo respondem ao tratamento com Sb(V)
(Chappuis et al., 2007). Além disso, a Anfotericina B ¢ recomendada para gestantes, casos
graves de leishmaniose, casos de falha terapéutica ou presenga de efeitos adversos intensos
com o uso de antimoniais € em situagdes de risco de morte. Estudos para diminuir a
toxicidade da anfotericina B foram realizados no final da década de 1990 e novas formulagoes
lipidicas foram desenvolvidas. Nas novas formula¢des, o desoxicolato foi substituido por
outros lipidios: Anfotericina B lipossomal - Ambisome® (Fujisawa, Deerfield, IL/EUA),
colesterol sulfato de Anfotericina B - Amphotec® (Sequs, MentoPark, CA/EUA) e complexo
lipidico de Anfotericina B -Albecet (Liposome Co, Princeton, NJ/EUA). Essas formulagdes
sdo bem absorvidas pelo sistema fagocitico mononuclear, sendo pouco absorvido pelo rim, o
orgdo alvo de toxicidade do farmaco.

A Anfotericina B lipossomal é considerada o melhor farmaco disponivel para o
tratamento da leishmaniose visceral e em muitos paises da Europa e Estados Unidos ¢

utilizada como a primeira linha de tratamento. No Brasil, o Ministério da Saude indica o
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desoxicolato de Anfotericina B como terapia de segunda escolha. E empregado em situagdes
de toxicidade ou refratariedade ao tratamento com antimonial, contra-indica¢ao formal ao
tratamento com antimonial pentavalente, incluindo gestacdo e em casos de leishmaniose

visceral grave (Saude, 2006 b).
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Figura 5: Compostos anti-Leishmania. Os antimoniais pentavalentes: o antimoniato de N-
metilglucamina (A) e estibogluconato de sédio (B) vém sendo usados desde a década de
1940. A pentamidina (C) ¢ uma diamina aromatica utilizada como segunda linha no combate
a LV. A anfotericina B (D) foi originalmente desenvolvida como composto anti-fingico e ¢
usado no combate a LV por mais de 20 anos. Um analogo éter-lipidico sintético, a
miltefosina (E) ¢ uma droga anti-Leishmania com administrag¢ao oral. A paromomicina (F) é

um antibidtioco aminoglicosideo e ¢ usado tanto na LV quanto LC.

1.5.3 Miltefosina (hexadecilfosfocolina)

A OMS vem investindo na busca de novos farmacos a partir de moléculas ja
existentes. Isto resultou na identificagdo da primeira droga oral contra Leishmania, a
miltefosina (Figura S5E). A busca por medicamentos eficazes com administragdo via oral ¢ o
principal objetivo nas pesquisas de medicamentos contra as Leishmanioses. Este ¢ o principal
beneficio que a miltefosina (Impavido) agregou ao tratamento da doenca desde a descoberta
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dos antimoniais na década de 40 (Ouecllette et al., 2004). A miltefosina é uma
alquilfosfocolina originalmente desenvolvida como uma droga anti-tumoral. 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). Os niveis plasmaticos deste farmaco podem
permanecer constantes apos 26 dias de administragdo continua (Berman et al., 2006). Em
baixas doses atua sobre os parasitos, mostrando atividade contra L. (L.) donovani in vitro
(Croft et al., 1987) e in vivo (Croft et al., 1996). Um ensaio recente de Fase III mostrou que
esta droga foi ativa contra a LV na India (Sundar et al., 2002). Porém, a mesma tem
demonstrado baixa eficacia in vitro e in vivo contra espécies do Novo Mundo (Morais-
Teixeira et al., 2011). 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 para determinar seu potencial terapéutico (Ganguly et al., 2001; Sundar, 2001).

O mecanismo de acdo ainda nao foi completamente elucidado, mas em células
tumorais ela induz apoptose e altera as vias de sinalizacdo celular mediada por lipidios
(Arthur & Bittman, 1998). Um estudo demonstrou a inducdo de apoptose celular em
promastigotas de L. (L.) donovani (Verma & Dey, 2004) e L. (L.) amazonensis (Marinho et
al., 2011) Em outros estudos ¢é sugerido que a miltefosina apresenta propriedades
imunomoduladoras (Eue et al., 1995; Hochhuth et al., 1992; Vehmeyer et al., 1991). Outra
hipotese seria a atuagcdo sobre o metabolismo de lipidios alquil e na biossintese de fosfolipides
(Figura 4B) (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 no acimulo 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,
diminui¢do de sua captagdo, aumento do seu metabolismo e do seu efluxo (Figura 4B). Em
Leishmania resistente ao agente antitumoral daunomicina foi observada a superexpressdo do
gene da glicoproteina P (MDR1), que sdo transportadores do tipo ABC envolvidos na multi
resisténcia a drogas em células tumorais (Perez-Victoria et al., 2001).

Mesmo sendo promissora, a miltefosina também apresenta efeitos colaterais incluindo
vOmitos, diarréia (Kaminsky, 2002) e aumento dos niveis séricos de transaminase, uréia e
creatinina (Fischer et al., 2001). Em L. (L.) donovani também foi demonstrada resisténcia
induzida ao farmaco em linhagens de promastigotas in vitro (Seifert et al., 2003). Contudo,
até o momento, a maior limitacdo do uso da miltefosina ¢ o uso em pacientes do sexo
feminino em idade fértil uma vez que este farmaco apresentou efeitos teratogénicos em

animais (Kaminsky, 2002).
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Tabela 2: Outras drogas utilizadas no tratamento

Substancia Nome comercial ou principio Tipo de atuagdo Efeito Referéncias
Pentamidina Lomidina® diamidinas aromaticas | O mecanismo de acdo desse composto (Figura 4C) atue | A alta toxicidade desta droga, com relatos de | (Singh & Sivakumar,
(Figura 5C) no DNA do cinetoplasto inibindo suas fungdes | morte subita, ¢ um fator limitante de seu | 2004)

bloqueando a topoisomerase mitocondrial. Outra | emprego terapéutico.
hipdtese, diz respeito a interferéncia de diamidinas
aromaticas sobre sistemas de transporte poliaminicos,
biomoléculas de importancia em varios processos
bioquimicos da fisiologia celular
Paromomicina Um  antibidtico  aminoglicosideo, | Inibi¢do da sintese de proteinas relacionadas as sub- | Ainda é desconhecida sua eficicia sobre os | (Maaroufetal., 1997)
também chamado aminosidina (Figura | unidades do RNA ribossomal (rRNA) parasitos, mas a combinagdo paromocinina e
5F) estibogluconato de sddio elevou a taxa de cura
acima de 82%
Azitromicina E um antibidtico azalideo | Interferem com a sintese de proteinas pela ligagdo a | Essa atividade foi inferior a do antimoniato de | (Sinagra et al., 2007)
bacteriostdtico da  familia  dos | subunidade ribosomal 50S de organismos susceptiveis meglumina para o controle da lesdo e ambos os
macrolideos farmacos (azitromicina e antimoniato de
meglumina) ndo promoveram a esterilizagdo
dos parasitos da lesao
Alopurinol analogo da hipoxantina, inibe o | ¢ um substrato para enzimas da via das purinas e | embora seja pouco eficaz como terapia isolada, | (Sampaio & Marsden,

catabolismo das purinas em mamiferos

através do Dbloqueio da enzima

hipoxantina-guanina fosforibosil
transferase (HGPT) e o anabolismo em

patdgenos do género Leishmania

incorpora-se ao acido nucléico do parasito. Inibe a
xantina oxidase e a produgdo de reativos do oxigénio

uteis na eliminagdo dos parasitos

quando utilizado em combinagdo com outras

drogas aumenta a eficacia do tratamento

1997)

Compostos azdis

cetaconazol, triazol, itraconazol,

fluconazol e alilaminas (terbinafina)

bloqueio da sintese do ergosterol mediada pela

citocromo Pys, oxidase

Contudo, nenhum desse azoles foi considerado
mais efetivo que a terapia com o antimonito de

N-metilglumina

(Alrajhi et al., 2002;

Croft & Yardley, 2002)
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1.6  Descoberta de novas drogas anti-Leishmania

O uso empirico de plantas medicinais pela popula¢do tem demonstrado que caule,
raizes, folhas, sementes e frutos de plantas apresentam eficécia 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-sintético (Rossi-Bergmann et al., 1997).

A observa¢ao das propriedades terapéuticas de produtos naturais tem levado a
pesquisa dos compostos ativos de varias espécies vegetais, metabolitos secundarios tais como
alcaloides, terpendides, flavonoides considerados no passado como inativos, sdo ferramentas
importantes no tratamento e investigac¢ao clinica. Compostos que estimulam o sistema imune
sdo uteis quando usados como adjuvantes no tratamento de certas doengas causadas por
fungos, bactérias e protozoarios, como na leishmaniose. Neste caso, estudos quimicos e
imunofarmacolédgicos 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 (Rossi-Bergmann et al., 1997).

Os avancos na bioinformatica, associados ao sequenciamento 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 interpretagdo das diferencas e identificacdo do alvo que se tornaréd valido para a
acdo do farmaco. Por exemplo, os estudos t€ém buscado farmacos de ag¢ao antiparasitaria que
possam se acumular no interior das células. Além disso, deve ser dada atengdo as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, 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
leishmanicida marcante quando aplicada topicamente nas lesdes cutaneas e 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. (L.) infantum apresentando atividade tanto contra formas promastigotas quanto

amastigotas por mecanismo semelhante a apoptose (Tavares et al., 2007). Similarmente, (Sen
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et al., 2007) utilizando o antimalarico artemisinina também observaram o desencadeamento
de apoptose em L. (L.) donovani. Estes trabalhos demonstram a importancia atual da procura
de drogas anti-Leishmania a partir de farmacos ja existentes.

Neste trabalho, dentro da busca de novos farmacos, pretendemos testar moléculas
derivadas do propranolol que apresentaram atividade prévia contra T. cruzi (Croft, 1988). 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 (Hammond et al., 1984). O -
bloqueador adrenérgico propranolol apresentou atividade esterilizante in vitro contra as
formas tripomastigotas das cepas Peru, Sonya e Y do T. cruzi e foi escolhido como protétipo
para obtengdo dos derivados.

Outras moléculas que foram testadas neste trabalho incluem os compostos andlogos da
diamina, também denominadas de poliaminas. Nas tltimas décadas, analogos das poliaminas
ou conjugadas tem mostrado grande interesse nas mais diferentes areas da pesquisa
(Karigiannis & Papaoiannou, 2000). As poliaminas como a putrescina 1, espermidina 2 e
espermina 3 tem sido encontradas em altos niveis em Leishmania por serem essenciais para o
crescimento celular e diferenciagdo entre as células eucarioticas e procarioticas (Vannier-
Santos et al., 2008). Em geral, as poliaminas apresentam as propriedades anti-inflamatoria e
antioxidante (Lagishetty & Naik, 2008). Alguns estudos indicam que o mecanismo de agdo da
espermina pode incluir a inibicdo do citocromo C, inibicdo do Fe IIl/xantina oxidase e
inibi¢do da polimerizacdo do 4cido hialurénico por inducdo de Fe II (Lovaas & Carlin, 1991).
Tem sido sugerido que as poliaminas exercem pelo menos 2 diferentes mecanismos anti-
inflamatorio: o primeiro ¢ mediado pela sintese da proteina vasoregulina (Oyanagui, 1984) ¢ a
segunda pela acdo direta sobre leucocitos com modulagdo do processo imune calcio-
dependente (Theoharides, 1980). Além disso, em Leishmania, a via do metabolismo das
poliaminas podem aumentar as chances de maior seletividade em células mamiferas,
tornando-se uma grande preocupacdo em relagdo ao abandono do tratamento pelo paciente
que pode ocorrer em fungdo dos efeitos colaterais grave (Croft et al., 2006a).

Além destes compostos, foram também testados os complexos metalicos do Lapachol.
O Lapachol, [2-hidroxi-3-(3'-metil-2-butenil) -1,4-naftoquinona], ¢ produto natural obtido a
partir do cerne de diversas arvores da familia Bignoniaceae. Esta naftoquinona natural é
conhecida desde 1858, e ¢ facilmente extraida da serragem da madeira de espécies desses
ipés. Apesar de ainda ndo ser um fairmaco ¢ uma substancia importante, pois existe um grande

nimero de estudos que demostraram sua atividade contra varios microorganismos como
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bactérias (Nagata et al., 1998), Plasmodium (de Andrade-Neto et al., 2004), T. cruzi (Pinto et

al., 2000), Leishmania (Lima et al., 2004) e células tumorais (Eyong et al., 2008).
Complexos metalicos de bismuto e antimonio tém sido utilizados no tratamento de
Helicobacter pylori e Leishmania respectivamente. Assim como complexo com estanho
também foi utilizado em testes contra L. (L.) donovani (Murray et al., 2005; Raychaudhury et
al., 2005). Esta abordagem de complexacdo de metais tem sido utilizada no intuito de
melhorar a acdo farmacoldgica e reduzir seus efeitos colaterais. Neste trabalho também foi

realizada a complexac¢do de metais como o antimonio, bismuto e estanho ao lapachol.

1.7  Teste Microscopico Classico

Virios ensaios sdo realizados para a avaliagdo da susceptibilidade de formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania spp a farmacos. Porém, nem sempre ocorre
correlagdo na susceptibilidade in vitro e in vivo para estas duas formas (Croft et al., 2006a).
Alguns trabalhos questionam a utilizacdo das promastigotas e amastigotas axénicas como
modelos de teste de droga, uma vez que as mesmas nao representam as condi¢des enfrentadas
pelo parasito no hospedeiro vertebrado (Gupta, 2011). Experimentos realizados com
amastigotas intracelulares se correlacionam melhor com a resposta in vivo (Fumarola et al.,
2004) e por esta razdo foram adotados neste projeto. No caso de Leishmania, existe um
método classico ndo automatizado, muito laborioso e ja utilizado hd muitos anos. Ele consiste
na avaliacdo do crescimento intracelular das amastigotas em macrofagos apds a exposi¢ao as
drogas. Estes macrofagos podem ser tanto obtidos da cavidade peritoneal de camundongos ou
oriundos de linhagens celulares continuas. Posteriormente, eles sdo infectados com o parasito
antes da exposicao 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; Morais-Teixeira et al., 2008; Neal & Croft, 1984; Sereno et al., 2005). Este método
envolve a contagem de um grande nimero 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 acido nucléico incorpora-se no DNA dos trofozoitos, uma vez que estes parasitos
encontram-se em hemacias que nao possuem nticleo (Desjardins et al., 1979). Este teste ¢é

bastante eficaz e tém auxiliado a triagem inicial de varias moléculas, permitindo um
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direcionamento para os testes in vivo em camundongos. Contudo, o método da hipoxantina
ndo pode ser usado em Leishmania, pois este precursor também seria incorporado ao DNA
dos macréfagos. Além disso, este método apresenta a desvantagem de produzir rejeito
radioativo. (Sanchez 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-automatizacdo do teste de drogas em Leishmania no futuro, a produgao
de cepas de Leishmania RFPs é 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 viavel. Uma delas seria a aplicacdo da tecnologia do gene

reporter.

1.8 Genes Reporteres

O gene reporter consiste em uma sequéncia de nucleotideos, que introduzida em um
sistema bioldgico, produz a expressio de um fenotipo que possa ser detectado. E um
pardmetro conveniente que correlaciona eventos moleculares com a expressdo genética
(Wood, 1995). Embora novos genes repdrteres sejam introduzidos a cada ano, sdo poucos os
utilizados rotineiramente. Sua escolha deve ser criteriosa, pois dependera da linhagem celular,
da natureza do experimento, e da adaptagdao do ensaio para sua deteccao, levando-se em conta

a conveniéncia, sensibilidade, linearidade, simplicidade e dinamica (Naylor, 1999).

1.8.1 Sistemas colorimétricos

A cloranfenicol acetiltransferase (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 enzima
procaridtica que apresenta uma atividade endégena minima em células de mamiferos (Lin &
Barbosa, 2002). Além disso, CAT apresenta uma meia-vida de cerca de 50 horas em células
de mamiferos e essa estabilidade pode ser satisfatoria para experimentos de transfec¢ao
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 ¢ inferior
aquela de outros sistemas reporteres mais recentes (Naylor, 1999).

A enzima B-galactosidase ¢ uma enzima bacteriana bem caracterizada e representa um

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

O gene da fosfatase alcalina secretada (SEAP) codifica uma forma da enzima cujo
dominio de ancoragem a membrana esta ausente. 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 SEAP oferece intimeras vantagens:
multiplos tratamentos podem ser aplicados as células, uma vez que elas permanecem intactas
apods as medidas da atividade do gene repodrter, pode-se acompanhar a cinética de expressao
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.

1.8.2 Sistemas luminescentes e fluorescentes

Além dos sistemas colorimétricos, existem também os 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 uma reacao de
bioluminescéncia que requer a luciferina como substrato, ATP, Mg”™ e O,. Na presenca
desses reagentes ¢ mediante a acdo da luciferase das células, ocorrera uma reacao de oxidagao
da luciferina (i e ii) com emissdo de um flash de luz que decai rapidamente que pode ser
detectado por um lumindémetro (Wood, 1995). A emissdo total de luz é proporcional a
atividade da luciferase na amostra em estudo. Este sistema tem algumas vantagens quando
comparado ao sistema CAT usualmente empregado: apresenta uma sensibilidade 10 a 100
vezes superior (Pazzagli et al., 1992), o processamento das amostras ¢ bem mais rapido, ndo
requer o uso de isotopos, ¢ relativamente mais barato e, apresenta atividade endogena baixa
em células de mamiferos. Por ser sensivel a degradacdo por proteases, a meia-vida da enzima

luciferase é de cerca de 3 horas em células de mamiferos. Essa caracteristica favorece o
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emprego desse sistema quando pretende estudar sistemas indutiveis, em que os aumentos
observados em relagdo 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 e clonagem do gene GFP em 1991 da agua-viva Aequorea victoria
possibilitou a expressdo desta proteina em sistemas heterdlogos (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 geragdo de luz. A grande vantagem da GFP ¢ que ha auséncia de lise celular, possibilitando

0 monitoramento ndo invasivo da expressao do gene em tecidos vivos.
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Espécie Gene Reporter Tipo de expressao Aplicacdo Tipo de Leitor Referéncia

L. amazonensis/ B-lactamase Episomal Promastigota Espectrofotometro (Buckner & Wilson, 2005)

L. major Amastigota intracelular

L. donovani B-lactamase Integrado Amastigota intracelular Espectrofotdmetro (Mandal et al., 2010)

L. major/ L. donovani Luciferase firefly Integrado Amastigota intracelular Luminémetro (Roy et al., 2000)

L. infantum/ Luciferase firefly Episomal Amastigota axénica Lumindémetro (Sereno et al., 2001)

L. infantum R SbIII Amastigota intracelular

L. donovani/ Luciferase firefly Episomal Promastigota Espectrofluorimetro (Ashutosh et al., 2005)

L. donovani R Amastigota intracelular

L. amazonensis Luciferase firefly Integrado Promastigota Luminémetro (Lang et al., 2005)
Amastigota intracelular

L. panamensis Luciferase firefly Integrado Amastigota intracelular (U937) Luminémetro (Romero et al., 2005)

L. infantum Luciferase firefly Integrado Amastigota intracelular Luminémetro (Michel et al., 2011)

L. donovani Luciferase firefly Episomal Promastigota Espectrofluorimetro (Ravinder et al., 2012)
Amatigota axénica
Amastigota intracelular (J774)

L. major Luciferase firefly nao mencionado Promastigota Luminémetro (Martinez et al., 2012)

L. major / L. donovani GFP Integrado Promastigota Citémetro de fluxo (Haetal., 1996)

L. infantum GFP Episomal Promastigota Citdmetro de fluxo (Kamau et al., 2001)

L. amazonensis GFP multimérica Episomal Promastigota Espectrofluorimetro (Chan et al., 2003)

L. amazonensis ¢GFP Episomal Promastigota Espectrofluorimetro (Okuno et al., 2003)

B —galactosidase

L. donovani GFP Episomal Promastigota Citémetro de fluxo (Singh & Dube, 2004)
Amastigota intracelular Microscopia confocal

L. amazonenis eGFP Integrado Amastigota intracelular Fluorimetro (Dutta et al., 2005)

L. donovani GFP Integrado Amastigota intracelular Citometro de fluxo (Dube et al., 2005)

L. amazonensis GFP Episomal Promastigota Espectrofluorimetro (Boeck et al., 2006)
Amastigota

L. major GFP Episomal Amastigota intracelular Citémetro de fluxo (Kram et al., 2008)

L. donovani/ GFP Integrado Promastigota Citometro de fluxo (Singh et al., 2009)

L. donovani R Amastigota intracelular

L. panamensis eGFP Integrado Amastigota intracelular Citémetro de fluxo (Varela et al., 2009)

L. amazonensis eGFP Episomal Amastigota intracelular Citometro de fluxo (Mehta et al., 2010)

L. donovani GFP Episomal Amastigota intracelular Citometro de fluxo (Kaur et al., 2010)

L. tarentolae/ L.major/ eGFP Integrado Promastigota Citometro de fluxo (Bolhassani et al., 2010)

L.infantum Amastigota intracelular

L. amazonensis GFP Episomal Promastigota Citometro de fluxo (Costa S. dos et al., 2011; Costa
Amastigota Espectrofluorimetro etal., 2011)

L. amazonensis GFP e RFP Integrado Amastigota intracelular (MO peritoneal)  Espectrofluorimetro (Rocha et al., 2013)

R- resistente, R SbIII — resistente ao antiménio trivalente, GFP — proteina verde fluorescente, eGFP — enhanced = melhorada MO - macréfago
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Conforme os dados da Tabela 2 ¢é possivel notar que a produgdo de clones de
Leishmania expressando genes repoérteres inclui, em sua maioria, espécies do Velho Mundo.
Apenas L. (L) amazonensis ¢ L. (L.) infantum episomais estdo disponiveis dentre as cepas do
Novo Mundo. E possivel notar ainda que sdo varias as possibilidades de empregos para os
parasitos fluorescentes como na Citometria de fluxo (Kram et al., 2008; Mechta et al., 2010;
Singh et al.,, 2009). Porém, s3o poucos os genes fluorescentes que empregaram a
espectrofluorimetria como ferramenta de leitura. A principal vantagem da metodologia de
transfec¢do de integracdo gendmica é que ela se baseia na incorporagdo do gene reporter no
DNA gendmico do parasito, sendo, portanto, estavel. Na transfec¢do episomal, a célula tende
a expulsar o vetor, sendo necessaria a manutengdo do parasito sob constante pressao do
antibidtico (Cruz et al., 1991). Com a integragdo no genoma, isto ndo 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 transfeccdo de integracao gendmica (Beverley &
Clayton, 1993).

Embora a GFP produza significativa fluorescéncia e ser estavel, a excitagdo maxima
estd numa faixa critica, muito proxima ao ultravioleta, requerendo cuidados especiais para nao
danificar células vivas, portanto ndo ¢ o melhor reporter para sistemas de ensaios vivos.
Recentemente, varios modificagdes ¢ melhoramento na sequencia da GFP foram realizados
gerando mutantes com espectro de emissdo diferentes e melhores como a eGFP (enhanced =
melhorada). Outros genes repérteres fluorescentes foram sendo identificados e clonados.
Dentre eles estdio YFP (amarela), RFP (vermelha), CFP (ciano). Estes novos genes
fluorescentes vém sendo utilizado para transfectar muitos parasitos com as mais diversas
finalidades como, por exemplo: Toxoplasma gondii com YFP para screening de alto
rendimento (HTS) (Gubbels et al., 2003), Trypanosoma cruzi ¢ Trypanosoma rangeli com
DsRed para estudos de interagdo com o vetor (Guevara et al., 2005) e L. (L.) major com RFP
para estudo de migracdo de células dendriticas (Ng et al., 2008).

A busca de um método semi-automatizada tem se intensificado nos ultimos anos.
Recentemente dois trabalhos vém propor o uso de métodos de screening de alto redimento
(HTS). O primeiro utiliza L. (L.) major ou L. (L.) donovani e linhagem celular THP-1 ¢ a
tecnologia de analise de imagem (Siqueira-Neto et al., 2010) ¢ o segundo L. (L.) donovani e
linhagem THP-1 sistema de analise de imagem (De Muylder et al., 2011).

Até o presente momento ndo havia sido utilizada Leishmania RFP para fins de triagem
de drogas. A proteina RFP apresenta vantagens em relacdo a GFP. A fluorescéncia vermelha

sofre menor interferéncia da auto-fluorescéncia celular e do espectro do comprimento de onda
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de fluorescéncia tipica de diversos compostos quimicos (Dube et al., 2009). Esta proteina foi
descoberta em corais da espécie Discosoma striata, por isso usa-se a nomenclatura DsRed
(Shaner et al., 2004). Inicialmente ocorreram varios problemas na clonagem desta proteina: a
maturagdo era lenta, ocorria uma sobreposi¢cdo espectral com a fluorescéncia verde e podem
formar grandes agregados protéicos nas células vivas sendo, portanto toxicos. Esses
obstaculos foram superados com a mutagénese através da criacdo da segunda geragdo
conhecida como DsRed2. Foram realizadas varias mutagdes no terminal aminopeptideo que
impede a formagdo de agregados de proteinas reduzindo a toxicidade. Além disso, as
modificagdes diminuiram o tempo de maturacdo do fluoréforo e aumentaram o nivel de
fluorescéncia emitida (Shaner et al., 2008; Strongin et al., 2007).

Este trabalho vem sendo realizado desde 2007 com a producdo e caracterizacio
bioldgica da cepa de L. (L.) amazonensis GFP. Com o inicio do Doutorado em 2009, este
projeto continuou com padronizag¢do da técnica fluorimetrica com os parasitos GFPs. Estes,
por sua vez ndo foram detectados no fluorimetro, razdo pela qual, os experimentos foram
repetidos com a proteina RFP. Alguns resultados com as proteinas GFPs do mestrado, foram
incluidos neste trabalho para comparagdo e também na redagdo do artigo para publicagdo

envolvendo as leishmanias tanto GFPs quanto RFPs (Rocha et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Padronizar um novo método de triagem de drogas semi-automatizado utilizando Leishmania
(Leishmania) amazonensis transfectadas com o gene da proteina vermelha fluorescente e
avaliar a atividade leishmanicida dos derivados do propranolol, das poliaminas e de

complexos metalicos de lapachol.

2.2.  Objetivos especificos

2.2.1. Transfectar L. (L). amazonensis com o gene da proteina vermelha fluorescente (RFP);
2.2.2. Realizar avaliagdo do crescimento celular da L. (L). amazonensis selvagem e
transfectada com o gene da proteina vermelha fluorescente (RFP) e a infeccdo em macrofagos
peritoneais murinos;

2.2.3. Avaliar a morfologia, produg¢do de fluorescéncia e susceptibilidade as moléculas
comparando L. (L.) amazonensis RFP, em relagdo aos parasitos selvagens (WT) através da

microscopia de fluorescéncia, citometria de fluxo e teste de droga;

2.2.4. Avaliar a atividade leishmanicida e avalia¢do de toxicidade de moléculas derivadas do

propranolol;

2.2.5. Padronizar o método semi-automatizado de triagem de drogas no Fluorimetro

(ARTIGO 1);

2.2.6. Avaliar o potencial Leishmanicida in vitro dos derivados das poliaminas utilizando o

método tradicional (ARTIGO 2);

2.2.7. Avaliar a atividade leishmanicida e avaliagdo de toxicidade dos complexos metalicos

com lapachol (ARTIGO 3).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Cultura de Leishmania e manutenc¢io

O parasito utilizado nesse trabalho foi a cepa de referéncia Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) da Organizagdo Mundial de Satde cedida pelo CLIOC
FIOCRUZ RIJ. Esta cepa foi tipada previamente como descrito por (Rocha et al., 2010). Esta
cepa também foi passada periodicamente em camundongos Balb/C (Mus musculus) para
manter a infectividade in vitro.

Os parasitos foram cultivados em Meio M199 (Sigma, St. Louis, MO), acrescido de
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), penicilina (100U/ml)
(Invitrogen, Carlsbad, CA), streptomicina (100 pg/ml) (Invitrogen, Carlsbad, CA), glutamina
(12,5 mM) (Sigma, St. Louis, MO), Hepes (40 mM) (Amresco, Solon, OH), adenina (0,1
mM) (Sigma, St. Louis, MO) e 2,5 pg/ml hemina (Sigma, St. Louis, MO). Os parasitos foram
mantidos em garrafas para cultivo de células em poliestireno, 4rea de crescimento de 25 cm’,
50 ml, estéril (Sartstedt) em estufa BOD (FANEM, modelo 347CD) a 25° C (Pinheiro et al.,

2011). Para a manutencao dos parasitos foram realizados repiques semanais.

3.2. Transfec¢ao dos parasitos

3.2.1. Plasmideos B5793 e B5947

Os plasmideos contendo o gene da GFP B5793 (piR1Phleo-GFP+(a)(sense) (Figura
6A) e o gene RFP B5947 piR1SAT-LUC(a) DsRed2(b) (Figura 6B) foram cedidos pelo Dr.
Stephen M. Beverley da Washington University, St. Louis (USA). O plasmideo B5793 foi
utilizado no mestrado (2007-2009) (Rocha, 2009) e o plasmideo B5947 foi utilizado mais
recentemente no doutorado (2010). Em ambos os plasmideos existem dois sitios de restricao
para a enzima Swal que divide a sequéncia circular em dois fragmentos lineares. O primeiro ¢
maior e contém as sequéncias: SSU’ (small subunit RNA gene in rDNA locus — subunidade
pequena do gene no locus do DNA ribossomal) inicial e final de L. major, ¢ é a parte
responsavel pela integragao do fragmento de interesse no DNA gendmico da Leishmania na
regido do rDNA por homologia. O B5793 possui o gene da proteina verde fluorescente (GFP)
e o gene de resisténcia para o antibiotico Fleomicina e o B5947 possui o gene da proteina
vermelha fluorescente (RFP) e o gene de resisténcia para o antibiotico Norseotricina. O

segundo fragmento ¢ menor e contém a sequéncia do gene de resisténcia a ampicilina e
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inicialmente utilizado para selecionar as bactérias transformadas (Ha et al., 1996; Ng et al.,
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Figura 6: Mapa dos Plasmideos. A) B5793 piR1Phleo-GFP+(a)(sense) (Rocha,
2009); B) piR1SAT-LUC(a) DsRed2(b) B5947.

3.2.2. Clonagem e produgdo dos plasmideos

Os plasmideos foram transformados utilizando bactérias competentes Escherichia coli
TOP10 (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 agitagao (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 pressao seletiva de ampicilina (100 pg/mL).

Aleatoriamente, foram selecionadas colonias que foram crescidas em 5 ml em meio
LB acrescido de ampicilina (100 pg/mL) sob agitacao (37 °C). Foi realizada a purificacao 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 resolvidos em gel de
Agarose a 1%. As bactérias contendo o inserto foram novamente colocadas para crescer em
200 mL de LB para posterior extracao por midi-prep (Qiagen). A digestao com a enzima Swal
(New England) foi repetida e em seguida foi realizado um tratamento com fosfatase alcalina
(Promega) para eliminar os grupos fosfatos e evitar jun¢do 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 eletroporagdo. Ambos os fragmentos foram colocados em

contato com os parasitos, porém sé o maior possui a capacidade de integrar-se ao DNA.
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3.2.3. Transfeccao

O cultivo das formas promastigotas em fase logaritmica (4-6 x 10%mL) foi
centrifugado a 21009 por 10 minutos. Posteriormente foram lavados em PBS e centrifugados.
Foram ressuspendidos em tampao Cytomix (KCl a 120 mM, CaCl, a 0,15 mM, K,HPO4 a 10
mM, Hepes a 25 mM, EDTA a 2 mM e MgCl, a 5 mM, pH 7.6) (Segawa et al., 2005). Cerca
de 2 x 10° parasitos foram utilizados na transfec¢ao de L. (L.) amazonensis sendo colocadas
em cubetas de 0,4 cm® (BTX) (Kapler et al., 1990). Nestas cubetas foram adicionados 10 pg
de um dos plasmideos 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).
3.2.4. Clonagem de Leishmania

ApOs 24 horas da transfecgdo os parasitos foram plaqueados em meio semi-solido com
agar nobre a 1% (Sigma, St. Louis, MO) em meio M199 (Sigma, St. Louis, MO) contendo o
antibidtico seletivo fleomicina (10 pg/mL) (Sigma, St. Louis, MO) para GFP e norseotrisina
(10 pg/mL) (Sigma, St. Louis, MO) para RFP. Posteriormente, ap6s o crescimento das
colonias, que leva entre 7 a 15 dias, os mesmos foram coletados e plantados em meio liquido

M199 (Ha et al., 1996).
3.3. Avaliacao da producio de fluorescéncia por Microscopia

Para verificar a producao da proteina GFP e RFP pelos parasitos fluorescentes foi
realizada a visualizacdo no microscopio de fluorescéncia. Foram avaliados os parasitos tanto
na forma de promastigota quanto na forma amastigota intracelular. As promastigotas foram
visualizadas diretamente da cultura, em lamina e laminula, acopladas ao Microscépio de
Fluorecéncia Axio Observer Al (Zeiss). As amastigotas intracelulares foram observadas
infectando os macrofagos peritoneais de camundongos Balb/C fémeas. Para isso foram
utilizadas placas de 6 pocos contendo laminulas circulares de 25mm (Fisher). Foram
adicionados 4 x 10° macrofagos por pogo deixando aderir por 16 a 18 horas. Posteriormente
foi adicionado formas promastigotas na fase estacionaria de L. amazonensis na concentragido
de 4 x 10° por pogo. A vizualizagdo em microscopio de fluorescéncia foi abtida apés a
montagem dessas laminulas em camara Attofluor Cell Chamber (Molecular Probes). A
fluorescéncia emitida foi analisada em diferentes tempos de infec¢do sendo escolhidos os

tempos de 24, 48 ¢ 72 horas. Para a deteccao de fluorescéncia as amostras foram expostas ao
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comprimento de onda de excitagdo de 490-494 nm e emissdo no filtro de LP 515 nm para
GFP. Para RFP, a excitagdao foi medida usando o filtro BP546/12 nm e para emissao o filtro
LP 590 nm. As imagens foram adquiridas pela cadmera eletronica AxioCam MRC e

armazenadas em meio eletronico.

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

Para avaliar se a transfec¢do ndo afetou a morfologia dos parasitos foram analisados os
parametros de tamanho e granulosidade no citdmetro de fluxo FACS Calibur (Becton
Dickinson Mountain View, CA). Foram comparados as formas promastigotas dos parasitos
LaWT, LaGFP e LaRFP. Os pardmetros utilizados foram: a FL1 para fluorescéncia verde e
FL2 para a fluorescéncia vermelha, FSC-H (forward scatter) para tamanho ¢ SSC-H (side
scatter) para granulosidade. Foram analisados 20.000 eventos para cada amostra ¢ os dados

analisados no programa FlowJo 7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA)

3.5. Métodos de Triagem de drogas

O procedimento de obtencao de macrofagos murinos estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio
Animal (COBEA) e aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA-FIOCRUZ)
segundo a licenca L-004/08.

3.5.1. M¢étodo classico por contagem microscopica

Os macréfagos peritoneais (M@s) foram obtidos de camundongos BALB/C fémeas de
6 semanas. Nestes, foram injetados 2 ml de tioglicolato de sddio (3%) via intraperitoneal.
Apos 72 horas os camundongos foram eutanasiados em camara de CO,, mergulhados em
alcool 70% para desinfec¢do e imobilizados na posi¢ao decubito dorsal. Apos a exposi¢do da
cavidade peritoneal, os macrofagos foram coletados ap6s injecao de 5 ml de Meio RPMI 1640
(Sigma®), 2 mM glutamina (Sigma®), 50 U/ml of penicilina (Invitrogen) and 50 pg/ml
streptomicina (Invitrogen) sem soro. A suspensdo celular foi recolhida com seringa. Os
macrofagos peritoneais foram contados em camara de Neubauer e sua viabilidade
determinada por Azul de Trypan (1%). Para o teste tradicional foram plaqueados (2 x 10’
células/pogo) em placas de 24 pocos contendo laminulas de 13 mm com volume final de

500l por pogo. Os macrofagos foram incubados em estufa a 37 °C e 5% CO, por 16 horas
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para adesdo. Os macréfagos foram entdo expostos as formas promastigotas de cultura na fase
estacionaria de L. (L.) amazonensis na propor¢io de 10:1 (2 x 10° parasitos/po¢o) (Berman &
Lee, 1984; Morais-Teixeira et al., 2008; Sereno et al., 2005).

Ap6s 5 horas de interagdo o sobrenadante contendo os parasitos livres foi removido e
entdo, adicionado meio RPMI1640 com 10% de soro (500ul por poco).

Para comparar as susceptibilidades dos parasitos LaWT, LaGFP e LaRFP foi utilizada
uma das drogas de uso corrente para o tratamento da leishmaniose a Anfotericina B
(Cristalia). Para determinar a curva dose-resposta para posterior calculo do ICsy foram
utilizadas 5 concentracdes seriadas. As concentracdes utilizadas para a Anfotericina B foram
2;1,0,5;0,25¢ 0,12 pg/ml.

Para validar a utilizagdo dos clones LaGFP e LaRFP de L. (L). amazonensis foram
testadas as 10 moléculas sintetizadas a partir do Propranolol e identificadas por: 1, 2a, 2b, 3,
4a, 4b, 5a, 5b, 5c e 5d. As concentracdes utilizadas para cada uma destas moléculas foram de
50; 25; 12,5; 6,25; e 3,1 pg/ml. Essas concentragdes também foram inicialmente utilizadas
para outras substincias testadas como os 18 compostos das poliaminas ¢ os 7 complexos
metélicos de lapachol. Para avaliar as infecgdes, controles sem a adicdo de drogas foram
utilizados. Estas doses foram posteriormente transformadas em uM de acordo com a massa
molecular de cada molécula para o célculo do valor de ICso. Neste teste, moléculas com
valores de ICsp maiores que 250 uM foram consideradas inativas.

Todas as amostras foram aplicadas em pogos independentes durante 3 dias e
acondicionados em estufa a 37 °C, 5% de CO,. Apds 72 horas de exposicao a estas moléculas,
as laminulas foram coletadas e coradas pelo método Panoético rapido (Laborclin Pinhais,
Brasil) e posteriormente montada com Entellan® (Merck Darmstadt, Germany) sobre lamina
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 analise em microscopia optica (Pinheiro et
al., 2011).

As porcentagens de macrofagos infectados de experimentos independentes e
duplicatas para cada amostra foram utilizadas para plotar curvas de regressao linear e calcular
os valores de ICsy utilizando o programa Microcal, Origin Software (Northampton, MA,

USA) (Pinheiro et al., 2011).
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3.5.2. Método fluorimétrico

As condi¢cdoes do método fluorimétrico foram similares aos utilizados no método
classico como a retirada de macrofagos, quantidade de macréfagos plaqueados, taxa de
infec¢do, quantidade de doses aplicadas no teste. Entretanto, foram necessarias algumas
modificagdes como nas concentracdes das moléculas, a placa utilizada ¢ a de 96 pogos preta
com fundo transparente (Corning) e o volume final de cada poco de 100 pL. As moléculas
que apresentaram valores de ICsp maiores que 250 pM foram consideradas inativas.

As concentragdes utilizadas para Anfotericina B foram 5; 1; 0,2; 0,04 e 0,008 pg/ml e
Glucantime® (Sanofi Aventis) foram 10.000; 2.000; 400; 80 e 16 ng/ml. Apenas os derivados
do propranolol foram utilizados e as concentragdes utilizadas foram de 500, 100, 20, 4 and 0,8
ng/ml. Os macréfagos foram expostos diariamente as doses definidas por 3 dias consecutivos.
Estas doses foram posteriormente transformadas em pM.

Para o método fluorimetrico foi possivel realizar analise cinética de 24, 48 e 72 horas
de exposicdo as moléculas teste. A fluorescéncia vermelha foi captada utilizando os
comprimentos de onda de excitagao de 560 nm e emissdao de 620 nm e para a fluorescéncia
verde a excitacdo foi de 472 nm e emissdo de 512 nm. O espectrofluorimetro usado foi o
SpectraMaxM5 (Molecular Devices) e os dados coletados pelo software Softmax 5.1.
(Molecular Devices).

A fluorescéncia relativa captada foi obtida em experimentos independentes e triplicata
das amostras possibilitando determinar as curvas doses resposta a partir dos valores expressos
em unidades de fluorescéncia (FU). Também foi utilizada a regressdo linear do programa

Microcal, Origin Software (Northampton, MA, USA) e determinado os valores de ICs.

3.5.3. Teste de citotoxicidade

O método colorimétrico de MTT ((3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) (Sigma®) foi utilizado para determinar a viabilidade celular ou da
linhagem celular de hepatoma denominada HepG2 A16 ou macrofagos peritoneais murinos.
A linhagem celular HepG2 foi mantida em garrafas de poliestireno com meio RPMI 1640
(Sigma®) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab) em estufa a 37° C e 5% de
CO,. As culturas em monocamada com pelo menos 80% de confluéncia foram tripsinizadas,
lavadas e plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos (Sarstedt) na concentracio de 4 x 10*
por poco. Para a adesdo celular as placas foram incubadas por 16 horas e posteriormente as

substancias a serem avaliadas foram adicionadas em concentra¢des seriadas sendo a dose
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maxima de 10 mg/ml, com excecdo do antimoniato de meglumina (Glucantime) que iniciou
em 150 mg/ml. Apds 24 horas de exposi¢ao foi acrescentado o MTT (20 ul de uma solugdo a
5mg/mL) e incubado por 3-4 horas. O sobrenadante foi retirado e adicionado isopropranol
acidico (HCI 0,1M) para dissolver os cristais de formazan e realizada a leitura em
espectrofotometro Spectramax M5 (Molecular Devices) nas absorbancias de 570 nm e
background de 670 nm.

O teste de citotoxicidade foi realizado também em macrofagos murinos apenas para os
complexos metélicos de lapachol. A obtencdo dos macrofagos peritoneais foi realizada da
mesma forma descrita na secdo 3.5.1. Depois desta primeira etapa de obtengdo dos
macroéfagos o procedimento seguiu semelhante ao executado com as células HepG2. A tnica
diferenga foi a concentragdo de célula por pogo (2 x 10%).

Foram utilizados controles sem droga e a dose letal minima de 50% das células
(MDLs) calculada no programa Microcal, Origin Software (Northampton, MA, USA)
(Denizot & Lang, 1986; Madureira et al., 2002). Os indices de seletividade (SI) foram
calculados usando os valores de MDLs(/ICso. Os valores aceitdveis para o SI devem ser

maiores que 20 (Ioset et al., 2009; Nwaka & Hudson, 2006).

3.6. Sintese dos derivados da diamina

Esta parte foi realizada pelo colaborador Dr. Marcus Vinicius Nora de Souza
(FARMANGUINHOS - FIOCRUZ, RJ).

Os derivados da diamina foram preparados utilizando a diamina comercial e
sintetizados a partir da metodologia padrdo. Uma solugdo de 0,5mol/L de BOC,O
(equivalente a 1,5 mMol) em CHCI; foi adicionado gota a gota a uma solugdo de 0,25 mol/L
de diamina 1-9 (5 equivalentes) em CHCI; a 0°C. Apo6s 24 horas a mistura foi filtrada e
concentrada sob pressdo reduzida, a temperatura ambiente. O residuo foi solubilizado em
acetato de etila (30 ml), lavado em salmoura (3x 20 ml), seco (MgSO4) e concentrado,
produzindo diamina pura mono-BOC protegida 10-13. Posteriormente foi necessario realizar
cromatografia para obter os compostos 14-18. Os compostos da diamina mono-BOC
protegido foram purificados cromatografia em coluna de silica gel (CHCl3/MeOH, 95:5) e o
rendimento foi de 50-73%. As estruturas estdo apresentadas na Figura 7. Além disso, foi
calculado o coeficiente de particdo octanol/agua (cLog P) para todos os 18 compostos obtidos
usando o  programa de  predigdo  fornecido no  site =~ Molinspiration

(http://www.molinspiration.com).
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Figura 7: Sintese dos derivados da diamina.A) Estrutura de 9 moléculas sintetizadas.

B) Transformagado das 9 moléculas protegidas pelo mono-t-butiloxicarbonil (BOC).

3.7.  Sintese dos derivados do propranolol

Esta parte foi realizada pela colaboradora Dra. Célia Maria Ferreira da Escola de
Farmdcia 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 relacdo 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. 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 pg/ml e 752 pg/ml,
respectivamente (Teixeira et al., 2001). Os andlogos fenoxipropanolaminas foram sintetizados
por estratégia de simplificacdo do anel naftol do propranolol e com a introducdo de grupos
doadores e retiradores de elétrons (X= H, Cl, OMe e NO; ) na posi¢do para do anel variando-

se o grupo N-isopropila pelas aminas: piperidina ¢ morfolina Os andlogos e seus sais foram
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sintetizados e a elucidagdo estrutural confirmada por andlise de RMN'H ¢ de *C. O
propranolol e seu cloridrato, juntamente com os derivados p-cloro, metoxi e nitro-
fenoxipropanol isopropilamina retem a atividade antagonista adrenérgica 3-bloqueador (Main
& Tucker, 1985). A substituicao 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 introdug¢do desses grupos provoca 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 estdo apresentadas abaixo (Figura 8).

A B
o/\‘/\R
OH
o/\‘/\n

OH
cl
Propranolol; R=NCH(CH.), 4a.R =NCH(CH;);
1. Propranolol.HCI 4b.R = NCH(CH,),.C;H,0,
2a.R = piperidyl 5a.R = piperidyl
2b. R = piperidyl.HCI 5b.R = piperidyl.HCI
3. R = dimethylamine 5¢.R = morpholinyl

Figura 8: Propranolol e seus derivados. A) Estrutura base para 5 moléculas
sintetizadas a partir do propranolol e cada radical inserido no R da estrutura.

B) Estrutura basa para o restante das moléculas transformado em cloridrato.

3.8. Sintese dos complexos de lapachol com Antiménio, Bismuto e Estanho

A sintese dos complexos de lapachol foi realizada pelo grupo da Dra. Cynthia
Demicheli na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), no Departamento de Quimica,
Instituto de Ciéncias Exatas (ICEX).

Os complexos (Lp) (Ph3Bi) O0.5 (Figura 9A) e (Lp) (Ph3Sb) OH (Figura 9B) foram
sintetizados seguindo o procedimento descrito por (Oliveira et al., 2011). Para preparar (Lp)
(Ph3Sn) (Figura 9C) o mesmo procedimento foi usado. Adicionou-se trietilamina (70 ul) que
foi adicionada a uma mistura de lapachol (0.121g, 0.5 mmol) e cloreto de trifenil estanho (IV)
(193 mg, 0,5 mmol) em cloroférmio (20 mL). A mistura resultante foi agitada durante 4 horas

a temperatura ambiente. A remocao do solvente foi realizada a vacuo e originou um material
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solido. O material foi em seguida dissolvido em acetona e precipitado em agua. O cloridrato
de trietilamonio formado durante a reacdo foi dissolvido e removido pela dgua. As analises
elementares foram realizadas utilizando um Perkin-Elmer 240 Elemental Analyzer. A anélise
de absor¢ao atomica do conteiido de antimonio, bismuto ¢ estanho foram realizadas em um
espectrofotometro modelo Hitachi 8200.

As seguintes equagdes propostas sdo para ilustrar a formagdo do complexo

LpPh3SbOH, assim como para os outros metais:

THF

LpH + Et,NH

Lp + [Et;NH]'

Lp + PhsSbCl, + [E6NH]™ 2% LpSbPhyCl + [E;NH]CI

LpSbPh,Cl + [Et;NH]CI + H,0 ——> LpSbPh,OH +[Et;NH] + HCI

As estruturas de todos os compostos testados sao demonstradas na Figura 10. Cloreto
de trifenil antimonio (Figura 9 D), cloreto de trifenil bismuto (Figura 9 E), cloreto de trifenil

estanho (Figura 9 F) e lapachol, foram obtidos da Aldrich ®. Trietilamina foi obtida de

Sigma®.
i
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Figura 9: Complexos metalicos com o lapachol. A) Complexo Lapachol e
antimonio, B) Complexo Lapachol e bismuto, C) Complexo Lapachol e estanho, D)
Complexo cloreto de bismuto, E) Complexo cloreto de antimoénio e F) Complexo

cloreto de estanho.
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3.9. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (Graph
Prism Inc., San Diego, CA). O teste Shapiro-Wilk foi empregado para analisar a distribuigdo
gaussiana dos dados (Shapiro & Wilk, 1965) e o Teste Turkey para comparagao multipla dos
dados considerando o valor de p<0,05 como estatisticamente significativo. A analise
estatistica foi usada para comparar a susceptibilidade das cepas de L. (L.) amazonensis WT,

GFP e RFP frente as moléculas testadas no teste tradicional.
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anitileishmanis] frestments.

For mamy years, the dxsic micmscopic method {Berman and Les,
1984) has been used for screening compounds for efficacy agamt
intracellular amactigne fonme of Leshmania Although it is Labor
intensive and anmot be adomated dirsct counting assay endbles
determination of the percent ol infacted c=lls and the number of
amastigotes per oIl Hall in hibitory @ncentration [ K] valuescan be
scertaned either by moniloring reduction in the mean percent af
infected macrophages or by the mean reduetion in the mumber af
amastigotes per matophage This method regquires well-trained
personnel and i subject to individual observer variation [Sereno
et al, 2007) More importantly, intra- and imerspedes variafon in
susceptibility mayoaur [ Croftet al, 20060 For e ample, Leichmania
dan evani (01d 'World ) is. mare susceptible i Mihehsine® [Sigma, S
Louis, MO, LEA) than are New 'World spedies (Ls shmania infantum, L
amammenss, | [immia) brosliends and [ (V) pamensis) (De
Marais-Teivsira et al, 2011 | The development of 2 semi-atamated
method wing fluor eseent parastes muld more rapidly deted inter-
and perhaps initras pecies varistions.

My eflors have been dedicaed o the development of dmg
screening procedures to increse performancs efficacy, and reli dhility
companed o the Libor-intensive micosnpy. These may include use
al green fluonesoent protein | GFFL, biol uminescent (firefly lud ferase ),
and mlorimetric | chlor amphenico] sosty] trans ferase, g a ook dase
and alkadine phosphatase) reporters [Dube o 2l 2009 ; Cupta, 2011 ;
Lamg et al, 2005; Serena =t al, 2007 Emerging techm logies using
biohiminescent imaging have been adapied for the siudy of host-
Leishmania chematherapy. domistent with this idea, 3 recent reparts
propossd the wie ol high-throughput saeening [(HTS) methods wsing
Lmchmania [De Muylder =t al, 201 1; Sharlow =t 2l 2010; Siqueira-
Nein et al, 201 0) Fluoresde=nt reporter genes ane promising tools for
chematherapentic screening methods. They enmde proteins in which
expressian B quantifiahle and distinguishable from endogenous cell
hackground Other alvantages indude low oo, semmitivity, rapidity,
na radioadtivity, potential for bioimaging. higher effidency. low
ltoxicty, mo substrate requinred, no need for permeshilizaion and
fixation of el no additional steps required, and exgy detedionina
Muorimeter ar by flow cyinmetry (Dube ot al, 2009 Mehta et al,
20, Varels o al, 20097

In [eichmania, GFF parasites have been develo ped for Leichm ania
imagjar [Balhassni et al, 2011; Kraom et al, 2008; MiBitz et al, 2000;
Plock =t a, 200 | Leishmania donovan, | Kaur &t al, 2010; Singh and
Dibe, 2004; Singh et al, 2009) Leishmania infansom, (BoThaesani =t al,
2011; Karmau et al, 2001 ) Lechmania mevicns [MIELE o al, 2000),
and L ameronensis [(Boedk ot al, 2006; Chan et d, 2003; Gostaet al,
2011; Demicheli et 4. 2004; Mehia =t 2l 2008; Mehi &t al, 2000,
Okuno et al, 2003). Athough red Inorescent protein (RFPF) parastes
af L meor have heen developad (Ng =t al, 20081 no chemaothera-
petic method & availahle wsing these transfedants Hovever,
chemaotherapeutics emphoying R parasites have been produced for
Trypemosama b (Gibson ot al, X008 Pexock o al, AOTL
Trypanos o cruri [DaRocha et al, 2004; Guevara et al, 2005; Pires
et al, 2008, and Plosmodium berghei [ Fevert et al, 2005) Although
these parasites could he readily used for many purpoes in cell
hioksgy. their biologica fitnes has not been properly Zsemed

In this work, we generated transgenic L smaswmensic stably
expressing GFP and/or RFP and companed ther biological fitness 1o
wild-itype [WT) parasites. Subkequently, 2 host cell-hased screening
lest using murine marophages infected with LaRFP was conducted.
Although both transkectmts produced & gnificant Tuorescent sgnals
in vitra, only LaRFP intracellular parasites were nelishly detected by
the Muorimeter. The intraxeluler detedion of luoreseenfly vishle
Lechmania amastigote forms provides 2 more saourate approsch
for drug Scnsening 4t This best wa reproduchle, in @mparison
o mEcnes mpy-

2. Material and methods
2.1, Mammalion calls and parscie shhain

Animas were kept in the Animal Facifity of the Centro de
Pesquisys René RrhowFIOCRLE in stid acmndance with the Cuide
Jiar the Gare and Use of Experimental Animaks {Olfert =t al, 1993)_ The
procedures were approved by the Inl=mal Ethics Commilee in
Animal Experi jon [CEUA) of Fundagdo Oswaldo Cru [FIO-
CRUE)L Rraedl {Protocal 1042008 Mice were suthanized with OO,
in @ induction chamber prior to macrophage emoval. The o=l
lineage Hep G2 A6 was derived from a haman ellular car-
cinoma cell line Hepl2 [ATOC HB-S065) and obtained from the
Ameria Culbire Collection line [ATOC) [Darlinglon et al,
19871 The ‘World Health Orgamization [WHO) reference strain
Leishmania (L shmania) amaonenss [IFLABRA 967 FHE | was used
in this work. The strain was typed 25 previously descrihed [Rocha
et al, 2000) To enfure infsctivily, parasiess wene @minuoushy
paesaged in BALRE mice [Mus mamnibic) prior to isolation of ames-
tigotes from foot-ped legions. Thoee forms wene differ entisted from
promstigotes and grown at 25 °C in M 199 medium [Sigma, St
Lowie, MO, USA) supplemented with 105 heat-inactivated faal calf
serum (Culilb, Campinas, Braxl), 40 mmoll Hepes [Amreso,
Sollan, OH, LEAL 0.1 mmold adenine |Sigma, 5t Lo, MO, USAL
000055 hemin | Sigma), 0 0002% biotin [Sigma)l 50 U'ml penidllin
[Invitrogen, Carlshad, CA. USA)L and 50 mg/ml streplomycin
I']:nv'n:T:l [Soares =t 21, 2002 Parasites were seaded in triplicate
[1x= 107 cellsml ), and growth curves af LaAWT, LaGFP, and LaRPP
parasites detenmined daily wsing a Bedeman Coulter Counter [Bed-
muan Coulter, Brea, CA, USA) until o=lls reached a stationary phase
[=40 x 107 cellsfmil)

22 Transgfection

lrishmama amammenss parxies were trandeaded with the
comtruds pIRd Phlso-CFP+ [a) (s=nse) [B-5793) and plR1SAT-
LUC{a) DsRed2(b) [A584T) (Mg =t al 2008) ontaining CFF ad
RFF genes, respedivdy. The integrated @miuds were linearized
using Swal prior to electroporation with 510 pg of DNA
Promastigotes in logarithmic phae [2x 107 cd k) were antrilugsd
at 2100 = g for 10 min. The pellet was resspended in Cytomix
baffer [120 ool KO 015 mmol/L Cady; 10 mmal/L K;HPO; 25
mmo /L Hepes; 2 mmalfL EDTA; and 5 mmall Mg, ; pH 7.6) ad
washed twice in the same bufier. The parasites wene electro parated
in 500 pl of gtomix in 4-mm gap cvettes [BTX, Hollivaon, MA,
USA) at 1500 V, 25 pF [2 pulsss between 10 s) [Rohiman ad
Beverley, 2003 ) [with modifications, we used 10 gl insead of
100 pg/ml af nourssothricin). Parasites were kept in M199 without
anititbotics for 24 h. Por seledion, parasites were cenrifugsd ad
plated in s=mi-snlid Noble aga [1%) in M199 medium mntaining
phlsamycin (10 pg'ml) [Sigma) and nourssathricin [3AT) (10 =
mil) [Sigma) for GFP and R cobucks, respedively. Colonies were
seleted and seeded in Bquid M99 medium supplementsd with
Tetd bovine serum [FRS) (Cultilah ) [ Ha et al, 1996). Live MTuonesc=ni
promastigotes and intracellulir amestigotes wene placed on a slide
Tor examination wsing 4 fluorescent microscope [ 2oy, Thormyood,
WY, USA] laCFP parasites were detectsd with an excitation
wavelength of $0-384 nm and emimion of LP 515 o LaRPP
parasites wene exposed o an excitation wavelength af BP536/12 nm
and emission af LPSS0 nm. The amuirsd images were starad for

21 Row cylometry analyzes

To evahute whether transection aflected the nn'_p]'nk?- af
the cells, LaWT, LaGFP, and LaRFP | ammranemss (1 = 10%ml)
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were mmpared by Nlow cdometry. Mexsures were performed an
a 0D FACSGlhwr flow cytometer (Beton Dickinson, Mountain
View, CA, LSA)L Fluorescene, sz [bréard sater—FSC-H), and
gramilosity [side scater-55C-H) aof LaWT. LaOFP. and LaRFP
parasibes were vismlied using FL1 and FL2 modes. Twenty
thousand events were oblained for each preparation [Ha =t al,
1996 L Flowjo software 764 (Tree Sor, Ashlad, OR. USA) was
ueed for daa analyse

Fromastigotes

N Focha o2 all | Dhigewatie Mirobinbesy ol Rt Deiaee 75 (300 1) 3002497

24 Optical micres opy analys=

Ta evaluate whether transfection affeded macophage infectivity
and ssceptihility to esisd molemle= WT, G, and R clones
were mmparsd micosopically (Bemn and le= 1984) BALRE
mike were injecteal intrapertoneally wath 2 ml of 3 sodium
thinghcallate medium [Merck, Darmstad, Germany | Thio ghycollate
elicgted peritoneal macrophages were removed by periboneal
washing with REPMI 1640 [Sgma, 51 Lows, MO, USA) and enriched
by plastic adherenes for 18 b Gelk [2 = 10% cllg/well) wer=
cutMamed i n FP M1 6480 [ Sigmal, 2 mmeol/L gl utamine {Signa), 50 U fml
ol penicillin (Invitrogen L. and 50 pg'ml streptomyan [ Invitrogen )
on 13-mm sterle glas coverslips (500 pliwell) (37 °C 55 005)
Pramas igote brms [LawT, LaCP, and LafFP) in slaborary phase
2 x 105w%ell) were mal for muacraphage infection [rafia 1:10
maaophage/parasite]. Plates were incubated for 4-5 h ot 37 "Cin
5% (0, Nonintemalired fres-floafing parxites were remaved prior
lo drug exposure [Finheina ot al. 2011 L Macophape infection [T)
amang LaAWT, 12CFP, and LaRPP parasiees was ompared afier 24
and 72 h.

In the micosoopy test, propranolal derivaives and alloporinal
weere 2-fold serially diheted with BFPMI 1640 medium supplemen ted
with 108 FBS &t final concentrations of 50 — 3112 pg'ml
Amphotericin B [a reference mtileishmanial drug) was oeed 2
1-fold decreasing concentrations of 1 — Q062 pgiml. Meghumine
antimaniate [Chicamtime®) was weed 2t 2-Tald dereasing coneen
trations of 2000 — 32 pe'ml. Hexadecylphosphachaline [Miltefo
sine ) was whed at 2-fald decreasing concentrations o 10 — QW06 pg!
mil. Infected marrophages weneex preied o the compounds daily Tor 3
mmeculive days Fresh compounds werne added each day. After this

Intracellular amastigotes
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period, coverslips were milecked, staned with Panoptic [ Labarcling
Pinhais, Brawil), and subseguently mounted with Entelland [ Mernd,
Darms bt Germamy) on gless shdes. Negative contrals included only
infected macrophages and medium. Incuhaion were tested in
duplicate in 2 independent experiment. Afier the detsrmination af
I values, data were ransformed in micromales per liter (pmalL)

25 Specirafl

i b

Macrophages weere obtained 25 d esoribed above and plated in dark
96-weell plateswith dear weell battoms [Jorning, New York, NY, LBA) in

RPMI 164 Dmed ium supplemented with 53 FRS [37 "C 52007] horde
to evduwte uorescence, LaGFF promastigotes were incubated with
muscmphages [2 10 well | for 5 h [MD 10:1) [Fg 6ALOnthe athe
hand, LaRFP parmites were inonhated with different macrophage
ooncentration: [10 — 1= 10° allywel) using alsa MO {10:1) in
onderito determine the best vishle ool concentration priorio drug e

The concentration of 2 = 10° macophages, which was the same
% for the microscopy method, enabled parasile detection [-20,000
reltive Muorescence wnits [RFUs]) and was chosen for the
ex periments [ Fig. 681 The optimal emisson, =xd Bton wavelengiis
were determined afier 2 soreening spectrum ranging from 350 to
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750 nm [Fig- 6CL Inttially, owr stndardizaion experiments uwsing
the fluorimster wad the ame dmug concentrations as the
micosopy kst (50 — 312 ppiml) However, it was necssary
increzss the amcentrations (o 500 pgiml) in order (o obtain 10n
curves. Propranokil derivatives amd amphoteridin B were 5-fokd
diluted {500 —08and 5 — 0008 pz'ml, respedively | Meghimine

antimoniate and allopuring] were ako 5-lold dikted [2000 —
16 pzfml] and Miltelosine was 5-lold diluted {50 — 0016 ggiml]
Infecied maoophages wene expased dadly ta the mmpounds for 3
mmamtive diys ([reshly added esch day). and amalysis was
perfommed after 72 h Exch dese of propranclo] dervatives and
mmiral drugs was teded in plicate in at lexst 2 experiments. The
negative contral induded uninfectesd macophages and positive
mmtmals consisted af LakFP- and LaC P -infeded macrophages Aller
the determination of K., valuet the dat vwere trangformed in
micromaoles per fiter. The optimal wavelengths for LaRFP were 560
nm [excitation) and &0 mm [emision) [Fig 601 ad far LaGFP
wene 472 and 512 nm, retpectively [not shown)l RFRUs wens
determinad in the Muonimeter (Spedrabadds, Molecular Devices,
Sunmyvde, CA LEAL

Inhihition af parasite growth was caloulsted from the perceent of
infecied marnophages [ 100 c=lls) and RPU values wsing microsapy
ard the fluoresoencee method respectively. The vaues were el
br plofting curves and caloulation af K values using Microlal
Origin sofiware | MiooCal, Northampton, MA, USA]) [Pinhsiro et al,
2111 16 values dhove 10 pmal/L were corsidere] inative using
L domovan o referenees [Mwaka and Hudson, 200671

26 Cytainxcity ooy and sabotive index

Cytotoxicity was determined wiing the MTT method [3-[4.5-
dimethylthizeal -2-y) -2 5-dipheny] tetraonlium bromide] [Sigma) in
the hepatoma oell lineage Hep G2 A6, Cells were kept in RPMI
meadinm suppleamentead with 10% FE and conffuesnt monol ) e wens
trypeini e, wiars hed in RPMIL and tramslermed to G i oultuneplate96
weell [ 10" cells/well). Active emipound s and amphotericin Bin the
same mnditions desaibed for micoscopy wers incubated with the
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eells [37 "L, 5% C0,. 24 h) Colorimetric reartion was developed
Tallowing incubation with MTT {37 "C. 4 h) and addition of acdified
wopropanal [Dentrot and Lang 1986) The readion was mesd
spectraphotometrically [Specramas M5 | with a 570-nm filer and a
background af 670 nm Inmbations were beded in tiplicte in 2
independent experiments. The minmmum dose that killed 503 of the
cells [MLDL ;) wars determined [ Madwreiraet d. 2002), and thevalues
were plotted 1o generate dose-respome curves 28 desmibed shove.
The selectiveindexes [5]) were alolated wing the MLDs oW sq ratios
[lowet et al, 2009, Nwaka and Hudson, 2006)

27, Statictical analyss

Statistical analyses were mnducted usng GraphPal Prism 50
sofwame (Craph Prismy, San Diega, OA, UBA]L The Shapiro-Wilk test
wa usal Lo best the mull hypothesis that the data were sampled from
a Canssian distriition [Shapiro and Wilk, 1965). The P value [P =
0L05) shewed that the datadid not d eviate From G aussian distribution
Far this reasnn, analysis o variamos and Tukey™s mu fiple comparison
=gt were el

28 Chemistry

The propranalo] derivaives were prepared using 2 standard
sy mthetic methodo kogy {Ing and Ormesrod, 1952; Kaiser =t 2l 1977).
The propranalo] derivatives 2a, 3 da, 8a, 8¢ and 54 were fsolated 2=
the fre= hase The compounds 22, 44, and Sa were aomeerted o the
cormespanding vd rochlo ride 1. b, and Sb and oxalat= [db) salts prior
to biologica testing [Fig- 1)

1 Results
11. Fitness of trangldted Lsishmania

Leishmania amasm el trandesctions with GFP and PP wer=
comfirmed by dinsd? micresmpy in both promoeetigotes and ameeti-

gotes [Fig 2). Ta verify paragite fitnes<, growth curves and infedtivity
were svaluded. No diferences were alferved in parsile dengiies
amang LANT, LaGFP, and LaRFP in M 199 mediom [P = 005, Tukey]
[Fig. 3A). Infectivity for all strains wa abowve 85X ofter 24 h and 33%
after 72 h [Fig. 30)_ Parasi =< were analyzed by Tow oy inmetry orsiee
[F30) and gramuksity [535C), and the marphometric profiles were
similar amongs the isoltes [Fig. 4A-C). Fluoresence deardy
discriminated LaGFP/LARFP parasites from LaWT (Fig. 4D and E).
These reqlls demomtrded that tramsfeckesd parasies could be
dilferentiated from LAAT by fluorescence almne.

12 Suseptibifity svaluation wsing the descic microsmpic hest

Transksction with GFF and BFP proteins d so induded the insertian
of resistinoe genes phlsomydn and nour seoths yon, respedively. To
amsees their influence on the resistancs to amphatericin B and
propranol ol dervatives, LaGFF and LaRFP parasites were oo mipared
to LaWT using micosmpy | Tahle 1) ATl prapranolal derivatives wens
inactive aganst the parasite [ > 10 pmal/L) [Fig 5) (Tahle 1) The
10y, values obtained for cmntnol drugs [amphotericn B meghimine
antimoniste, and Miltebsine] and 1, 3, 1 and 4 were @mpared
among groups [LawT « LaG P, WT « LaRFP. and LaG P« LaRFP)_With
the exc=ption ol meghmine antimonisle and b, Satistial and ysis
did not reveal significant differences among groaps (P = 0.05)
[Tabide 1). Overall, trans fection with G or RFP plesmids containing
antitiofc restance genes did not result in oo s-resistance with the
tested malecule.
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33, In vitro Jluonimetn c fest

Sinee transleded Muorescent parasites were mmparable o LAWT
with respect i hiological fimess [gmwth orve, macrophage
infedion, morphalogy, and drug susceptiility L the next step was
o stmderdire an in vitm dug soeening et Although LaGPP
intracellular parasites could be easily ssen under fluarescence
micosnpy (Fig ZDL the RAE ol those parasites were indistin-
guithahle Fom LaWT and from minfeced macmphages [Fig GAL
LaGFP promastigotes could be detected in the Muorimeter at
concemrations shove 1 = 107 cells [500000 RPUE) [data not
shown ] LaRFP oould be digtinguished Fom LaWT and wuminfeated
macraphages The mnaentration of 2 = 107 macophaped was
chasen sinee it was the mncentration used for the microscopy
miethod and enabileal the detedion of LaRFP parasites | 20000 RFLE)
[Fig. GB)L After screening the optima edccitation/emision wave-
lengths of 560/620 wene detenmined [Fig- 60 For this reason anly,
LaRFF paradibes weere =tied for in vito aésays in the fuonimeter.
Seven LaRFP dones were obtained and evaluated for infction amd
fMuorescence. No substantial differenc=s wers observed among the
tested clones, and a single done was seleced for subseguent
experimentd To analye Muoresence persistence during infedion,
infeded maonphages wene observed at 5 24, 48, and 72 h pos-
infedtion [Table 2). M 2 imum fuoresenos detedion wa observed 5
h post-infedion (33000 RAK). After 24 h, a deoesse (=301 was
seen, const =nt with parasie killing by the marophage. Alter 24h,
Muoreseeme stabilted at appaimately 4-5-fold the control
Hegative contra] [hackground) represented by mninfecesd maoo-
phages remained amstant during the murse of the experiment
These data confirmed the me of LaRP par=ites 25 2 model for 2
Muonescent drig screening led.

A% expeded, all antileishmanial contral drugs | exceept allopurinalj
were ative agamt L amoronensis. Compaing the nuicrscopy best
and the MTuorimetnic test, all antileshmanid reference drugs shovesd
similar sy values (P = 005 ¢ =) [Fg 7A-D). Again, none ol the

propranalol derivatives tested was found adve with the fuorimeter
(ICsa =10 pmaoll) (Table 3} Seledive indices for meghumine
amtimoniate and Miltefsine observed with microscopy wene 5 milar
ta those found using Muarimestry. For amphotericin B, the value
alodated with the microwopic method vwas 2-fold that in the
flworimeter [Tahle 4) (Fig. 7A). These data indicate that the
Tuormetric test % comparahle to the mocr caropy Jesay.

i D oumsion

The almence of reseanch and deveopment for new medicines
tageting ropial diexe: s become a globalconeerm. Thesearch far
new drugs, drug combinationy, and pobmk agamst tropial and
negleded disesses has recently been simulated (Chirac and Torreele,
Mi06; Moran &=t al, 2009). There & no available vaccine for
leshmamizees, and veciorieservair mntrol has limitatons. Curnent

Tills 3
iaa st o i o I ol il iy | i L) o el ool 5 anf s L
omatmris Bandartnl with fal Sweiere paics | LalF.

L PR T Pl S i sl 4
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comtro] mexsures are based on patient treatment. Leishnsanizis
chematherapy is hindered by ocurmence of side effeck, eatment
Failure due to parsite resistance, HIV m-infiedtion, and the nesd Tor
intravenous administration [Caft ot al, 2006ab ) A search bor new
chematherapentic mmpounds and methods of soreening potential
drugs agains Lrishmams & warmanied [Ahar =t al, 2006; Sereno
et al, M07).

Three recent repartt have descibed high-throughpat methods
prowviding a mone efficen way to identily candidate anti-parasific
compounds againg leishmarda [De Muyker st al, 2011; Sharlow
et al, 2010, Siqueir > Neto =t d. 2010). An important advantage of
those methods is their apability of screening 2 high number ol
compounds in promastigotes and in intracellular and axenic
amastipotes. Ouwr method requires o muclear gaining wch 2=
DAP] [De Mandder & al, 201 1), DrxgS [ Siquesira-Neto =t al, 2010]),
or celititer biue resgent [Sharlow et al, 2010). Since the plesmid is
sably integrated, it is not necesary © kesp the parasies in the
presence af the seledion antibiotic. More impartantly, our method
allows analysis concomitant with that ol the host o=ll. Although our
method could be considersd melium throughput, it has the
adv antage of being lew costly than the aunmared image sy sem
A plate reader is mone acessible and does not requine saphis fcted
image capliring analysis software, and expemive maintenance
Curs amd the 3 above-mentoned HTS methods are summarieed in
Table 5 Here it was desoibed for the firsl Gme that trams sdion
did not dfect LaGFF or LaRFP parasite fitness in any paramsier
studisd. It was shown that LaCFP parasites were not suitahle Tor
Muor imetry, wheres RFP L amaronmsic [ LaRFP) wene sucoess fully
detected Many reent studies have determinesd the adivity of
chemial- or plni-derived compounds against L amamnensc
[Aguiar et 2l 2010; Carcia et al, 2N @; Junior et al, 3010; Khouri
et al, 2010; Pirheiro ef d. 2011; Sowa-Fagundes et al, 2010).
Although K.y vales auld be determined for compounds 1, 2k 3,
and &b using hoth awessed methods, none of our 10 propranolal
dervatives was mmsidered adive [Ksa =10 pmol/L) [lose=t =t al,

2001 i impotant lo poindt outl that the cd-off value was
eshlished lor L donoswmni an Old World viscenatropic spedes
Hawever, for the dermotropic and visesrotropic New Workd spedes,
the value may vary For example. with the reference dng
Mii eforine, Ko values for L ameonensic, L infantum, L braslisds
and L giyonensic were 19-fold that of L donoani [De Maorais-
Teeira et al, 2011

With flowe cytometry, LaCFP parasites could be detected in both
amastipotes and promastigoles [Bolhassani =t al. 2011; Siqueita
Neto et al, 21 0); hence not only LaGFP. but akn LaRFP parasites,
could be distinguished fom LawT using this technique. This auld
only be achieved with LaGFP diter maer ophage Wi a5 previmisly
demanstrated using a spectroffuorimeter [Costa et d, 20111 One of
the main advantages ol wing LaFP is the elimination of the lyss
step. In our model, the macraphage green hadigroumd fuorescence
waxs a determinant in hindering fuorimeter detecton of LaCFP
parasites. Simidlar to our data, LalFP promadigole detedion wa alsn
oberved by Rosck & d. [2006). However, those authors achieved
imtraellar detertion of episomal LaGFP parasites and this may be
due o difference in the wavelsngths med (435 nm exdtation)
538 nm emmission).

Howewer, in the fuorimeter, LAGFP parasites muld not bhe
distinguithed from infected or uninfected LaWT macrophages
[Fig 6A) This can be afributed 0 the shght green hack ground
Nuorescencein mouwsemaoophages (Fig- 281 Inour study, only LaGFP
promastigo s auld be detedted in the luorimeter in numhers shove
1 = 107 cells (data not shown).

Transfection did not affect parasie morphalogy (Figs. 2 and 41
growth ourves [ Fig.3 | and infectivity in mouse [data notshown) The
pessihility of cos-resistance with the antbiofc wed during
seledtion & a concem when wsing transfected parasites. By wing
stble integrated plsmids, the requirement for sslective drugs i
avoided With the scoeption af 2 malscules | Table 3], transfection did
nol affsd drug susceptibility in sither LWCWP or LaRFP parasites
Hwever, these exceptions are likely to be due to varigions in the
i e ey mesthiod,

Predimii rary results wsing propranolal have shivwn acivity agaimnt
trypomastigole orme of Trypanosoma onizd [ Hammeond et al, 19584).
Ten new propranoko] derivatives were evaluatsd for their in vitm
activity againt intraellla amastigol forme of L omoxmens
using bath micresmpic and fuorimetric seays. All proved inactive
by bath methods.

This i thefird desoription of a fluorimetnc dmg soreening test for
L amamnensss using LafFP parasies. This procedure was faster,
suitable for medium throughput, aro=sible, and was comparable to
i ey wiith miinimal mod ifiations. Transfection of the parasies
with GFF or RIP genes did not alfect parasite biologica finess,
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Synthesis, cytotoxicity, and in vitro antileishmanial activity of
mono-{-butyloxycarbonyl-protected diamines™
Alessandra C. Pinheiro®, Marcele N, Rocha®, Paula M. Nogueira®, Thais C.M. Nogueira®®,

Liana F. Jasmim®, Marcus V.IN. de Souza™", Rodrigo P. Soares™*

“Trersirusn de T Eopd a e - Far Maepul mhon, Famdacdo Orwalde OmeFROCRDE 20001 250 Rio de fowavo, R Boas)
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Abstract

Lemhmania amazonmsiy B the stiolgic agen of the cutsneous, snd diffuse leslremisis. This secies & ofien ssodsesd with dmg
residance, and the comventiomal restnents exhibit high toxacity fir petiemnts. Thensfore, the search fir mew amifileishimamal compown:ds is
nigemnily nealed since there is no vaorme avanlable. In this smdy, usmyg the in vitro hitional dmg mg s, we have analyral the
effects of a sernes of dizmmoalkanes memoprotecesd] wih rhuylocycarbony] (BOC) spmimst L amcconengs. Among the 15 tested
omnpowmds, & exhibied smiileishenia) sctivity (2, 7-9, 17, ol 1R} Besi 10, valoes {1039 + 027 ond 38 4+ 042 pgiml) were ohesrved
for cormpaouneds 17 and TH(H M{CH, mMHBag, n = 1 0end 12 ), respectively. Although those compoamds had higher lipophilicity = indicated
by ther cLag P valoes, compowund 17 wes very toxic. Delemminstion of the seleciive mdexes indicaied thad 5{P% of the acive oompounds
wae very oxic fr Hep{l2 oells. However, compouneds T, B, and I8 had good hpophilicity and were les toxic among all pol yarmine
derivatives iesied . The chamncal properties of anbleshmamial disnmine dervatives, such as hpophilicity =l orinioxcity, are =levant facion

fir the desgn of new drues. A higher Iipophilicity 8 hlely to improve the chanoss of reaching ths mirscelluler peresme

€2 2011 Eevier Inc. All nights ressrved.

P . Frdnks [ iy [k
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; BOHE; Chemothempy; Selective index

1. Introducton

Leishmaniases amre a spectrum of clinical manifestations
caused by te prodnzoan parasie Leshmarde. 1t is eatimsted
that 12 million people are sffected by the disease in BB
ovmtrics in Africa, Southem Europe, Ceniral and Sowth
America, thebMiddle East and Asia Leish far L edsh )
amueromansls, 4 Mew World member of the Leshmemnie
mepcang complex, has been idotified as a demotropic

= RP. Scares & supported by the MWatiomal Cowoncil for the
Development of Reseamh of Brazml (CNPgp (3080401063 MM
Rocez by i e By PG (3320 TLA005.5) P M. Nogosim is sepponied
By Centn de Pesgoices Rend Rachom PIRCRILEE. Thas gonj act wos ape
By e Ethvical Coammittee of Am imal Hasdling (C ELIA) inFRRCRUZ Basl
{Protoon] LO4R0ER AC. Pinksiro and M. Rodha, conttitoed agolly o
his manosanipt.

* Comesprnding apthor Tel - +45 3L 3H0TES, fx: <4531 3005831 12

E-wall addnren momresis apgrr fiocam br (R F. Soaes)

TS - see fromt mater © 3011 Ekevier Inc. All rights nesenved.
o 10101 &5 diaprmiaredas 201 106011

spocies, whose symptoms include cutaneous leishmaniass
and diffisse cutaneous keshmaniass (LD LCD is chame-
terized by a chronie, progressive, polyparasitic variant and is
manifested by disseminated nonuloerative skin lesions
{Desgjens, 2004, Herwaldt, 1999).

Alfhonsg b the disease is treatable, the lack of a vaccine, the
adaptation of te vooior and reservoirs to heman envinon-
ments, and the therapeutic failere haove made the control of
the disease difficult Inaddition, there s o medication that &
vty comagy ketely safe and efficaciows for all Ledshmaenle and
clinical mamifesmtions {Croft et al., 2006a). In the A mericas,
for ower 6 decades, parenteral sdministration of the
pentavalent antimonials (Sh-Y) sodium stboghsconrate
(Pentostand®) and meglumine antimoniate (Glecantime® )
Tz beoen wsad for treating all types of keishmaniasis, In places
where nesistanee i animonials is common, swch as ndia,
avfeer commaon che mothe mEpewtic treatments inehade ampho-
tericin B and povtamidine { Croft ot al, 20046h; Misham ot al,
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2007, Sinee e development of the antimonial drugs in te
1940z, only recently was the omal drog milefosine tesed
against leishmanissis (Sundar et al., 2002), However, the
melative high towicity and the lack of safe oral dregs sdll
umderline the noed for new leishmanicidal drugs.

In the last decades, due o their hiological activities,
nmaterally oocwrring PAs, amalogess, of conjugaies have
become of great inderes in different rescanch aneas (Kar-
igianmis and Paps ioanmow, 20000, Therefore, the maturml PAs
putrescine 1, spermidine 2, and spermine 3 found in high
levels in Leishmonis ame essential for cell gmowth and
differentiation in either cukaryote or prokargotic cells
(Vannier-Sandns et al., 2008). In general, polyamines have
been postulaied to have anti-inflammsatory and antioscdant
properties {Lagishetty and Naik, 2008), Early studies indi-
catod the mechansm of action of spemine and o may
] e inhibition of fhe cyinchrome ¢ reduction initated by
formylkMet-Les-Phe or pharbsol mynistate acets e -stiomsl sted
human ganulocyies, inhibition of the Fof ITYzanthine
oxidase-stimulated lipid pemecdation of brain phospholipid
liposomes, and mhibition of te Folll}-induced depolymer-
ization of hyalemnic acid {Lovass and Carlin, 19917, It kas
been suggesiod that PAs exern at least 3 different andi-
inflammatory mechanisms: the first one is modiated by e
synthesis of an anti-inflammaory proein (vasoneguling
(Oyanagui, 1984) and te second one is their direct action
ont lewencyies & modulators of caleinm-dependent immune
processes (Theoharides, 1980). Furthermore, the specific
Leishmania polyamine metabolism pathway may increasse
the chances of 3 beter selectivity in mammalian eells, since
abandoning of te treatment by the patients due to serious
side-cffects 5 2 major concem { O ft et al, 20060).

In this context synthesized diamino derivative PA
anslogues have emerged & promising compounds against
leishmaniasis and other parasitc infections such as malania
However, most of the studies reported o date have evalusied
their activity against promastigotes or axenic amastigoies
githerin L ameronenss orin L infonsem (Costaetal, 20080
Diel Olmao et al, 20602 Labadie o al, 2084; Tavares ot al,
25 . Thisis the first study wsing P4 analog wes in the naiaral
intracellular model of infection. This work deseribed the
synihesis of a seres of cted dimmines with
bty loooycarbsonyl {BOC). In onder to observe the elatve
contribution of these subumits to the lkeishmanicidal
activities of PA derivatives, te compounds wene incehaied
in the presence of macrophages containing inrace lular
amastigote forms of L. emesoransis, Also, PA derivatves”
cyitoxicity and selective index were estimated wsing te
human hepatoma Hepl2 cell line.

2. Materials and methods

2.1, Chemistry

The diamine derivatives werne prepared using commencial
dismines and 3 standand symhetic methodols gy, Briefly, a

0.5 molL soletion of BOC0 (1 equiv, 1.5 mmol) in CHCI,
was sdded dropwise 20,235 mal/L solution of diamine 1-9
{5 equiv) in CHCl; at 0°C., Afier 24 b at room temype rature,
the meaction michure was filered and concentrated under
meduosd pressure. The residue was splubilized in ethyl
acetate {30 mL), washed with brine {3 = 20 mL), dried
MgS0,), and concentrated, affording pure mone-BOC-
protecied dismine 10-13. Further column chromatography
purnification (CHClMeOH, 955) was necessary in obtain
compounds 14—18. Afier column chromatopraphy purifics-
tion on silica gel, the mone-BOC-protected diamine
compounds were obmined in 50-73% yield Also, a
caleulated octanol'waier partition cocfficient (clog P) was
ohtainad for compounds 1-18 by using the online predic tion
progam provided at the Molinspiration wehbsite (hip://
wosnw ol inspira tion.com].

22 Parasite malninancs

The Waorld Health Organization (WHO) reference strain
of L omesonensis (IFLABRI9ST/PHR) was wsed and
typed & proviously described (Rocha o al, 200100 To
ensure infectivity, pamsites were always kept in BALC/e
mice | Mier mesadlus) prior to izsoltion of amastigotes from
footpad lesions, Amastigote forms differentiated into
promeastigoies wore grown s 25 °C i MI99 medinm
supplemented with 10% heat-inactivated fietal calf serum, 40
mmol/L. HEPES, 0.1 mmol/L adenine, 0.0003% hemin,
0.0 2% biotn, and 50 LimL penicillin and 50 mgmlL
sreptomycin (Soares et al., 2002),

23, Purification of murine periionel mecrophages and
cell cidbire

Macrophages and infoction wene perfomad 35 reporiad
with modifications (Berman and Lee, 1984; Neal and Croft,
1%984). BALB/c mice were ingected intrapenioneally with
2 ml of 3% sedium thioghcollate medivm. After 72 h,
jperitoneal macrophages were removed by washing with cold
RPMI 1640 modiom and enriched by adherence in noumsd
glass coverslips (13 mm) placed in a 24-well culwre phie.
Cells (2 = lﬂ’cdls.M'de were cultured (37 50, 5% OOy, 18 )
in RPMI supplemenied with 0% heat-inactivaied fetal
bovine serum (FBS) prior to infecion with parasites.
Macrophages wene ¢ i stationary phase promast-
gotes (2 = 10 Awellj ata ratio of 1:10. To allow intemalization
of parasies, plates were incubaed for (37 °C, 3% C0;_5 h)
aned the remaining nonintermalized parasies were remaved.

24 In vitro aesay with P4 derivanives

The PA derivates and oomimols wene serially diloted with
RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS at final
concentrations of 50, 25, 1235, 6.25, and 3.12 pgiml
Amphotericin B {as the reference antileishmanial drsg) was
weed at final concentrations of 1, 0.5, .25, 0,12, and 006
pgml. Infected macrophages were exposed daily to the
compounds for 3 consecutive days, After this period
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coverslips were collecied, stained with panoptic (Laborclin,
Pinkais, Brazil), and subseguently mounted with Entellan®
(Menck, Damstadi, Geermany) on glass slides, Negative
oot included only infecied macrophages and modinm,
Incubations were tested in duplicate in 2 independent
experiments | Berman and Lee, 1984, Neal and Croft, 1984),

25 Crionorke iy Essay

Cyinioxiciy was determined wsing the MTT methaod (3-
{4 5-dimethylthiazol-2-y1)-2 S-dipheny]  tetmasbiom  bo-
mide) and the hepatoma cell lineage Hep G2 AlG. Cells
were kept in RPMI medium supplemented with 10°4 FBS,
and conflsent monolayers were rypsinized, washed in
BRPML, and applied in $6-well microtiter plates (4 = 1ot
celkiwell). Compounds and amphotericin B in the same
comditions describod above wene incubated with the cells
{37 =C, 5% 00, 24 h). Colorimetric reaction was
developed afer incubation with MTT (37 °C, 4 h) fallowed
by addition of acidified isopropanel as previowsly described
(Denizot and Lang, 1986). The reaction was read
spocrophotometrically with a §70-nm filer and a back-
ground of 630 nm Incubsations were esied in riplicae in 2

independent euperimens,
26 Analvses

Inhibition of pamsie growih and cyioibxicity wene
cvaleated through the percentage of infecied macrophages
(10D cells) and MTT-denved colorimetric vahwes nspec-
tively, Those values were plotied 10 generate dose—respodnse
curves, The half-meaccimal inhibitory response | 1) and the
minimum lethal dose {MLDsa) based wpon cell growth in
dneg-free controds were estimaied by curve fitting waing the
Micrcal Origin Software (Monhampion, MA, TUSA)
(Cunico et al, 2006; Desjarding et al, 1979; Madurcim
etal, 2002 Olpreira et al | 2008). The selective indexes (SIs)
were calculsted using the MLDg, TC s, mios (Loset et al,
2009 Mwads and Husdson, 20046,

3. Resuhs

Screcning compounds against intmeellular amastigote
forme of Leshmeria have boen wed as the classical metwsd
fior many years. Although this methad is labor intensive and
CANMOL AEpPO autonation, direct counting assays enable o
dietermine the percentage of infected oells and the number of
amagigotes per cell. Iss values can be ascerained by
maninring ¢ither the reduction in the mean percenmge of
infecied macrophages or the mean redsction in the member of
i gotes macrophapes (Sereno et al, 2007). In dis waord,
based on e peroentmge of infected macrophages the Igs
valwes were calculated. The in vitm antileishmanial
activities, cytotoxicity, selective indexes, and cl.og P values
of PA derivatives (1—18) ame shown in Tables | smad 2,
Compoumnds with ICg higher then 350 pg'ml wene

Tabil= 1
Limomikilicing, in vimo antilekbmamial aetviny, and oyt of
oompomnds 1 -9 agame inmaceHolar smastigotes of [ avmanosssentn

PN

HzH M HH;
-4
Compormd  m elog B 10" W s
i PR T T
3 3 —iE 1408 20328 THRO0: (EXEOD 6372
3 4 —-is4 =
4 £ -if3 =48
§ & -043 A0
& T -0z >S50
7 £ 048 IS 2165 49900 2951 15.74
® 10 149 194921497 REIA0Z0TI EFE T
9 12 240 MM 244 AW TR0 1669

* Colonleed usmg te onlne predicion progmm at higelwew.
o ki mtion come

B M oy = Ha e mmaocima | inilbvit cry resp oess in mniarograms: per milli lner.

© MIDun = The minimom |athal dose that killed S0 of the calls in
mcmgraTs per millil e

4 Bl = Sedecrive index, calonlmed Based om fhe 1oy MLy, msion

oonsidered mactive against intracellular amsstigote forms
of L. ameronengs. On e other kand, compouends 2, T, B,
9 17, and IR wore conziderad active (10;"s mnging from
ATE to 3465 pe'ml) (Fig. 1) Amphoiericin B, our
antileshmanial reference drog, exhibited the bwest g
walse (0042 po'mL) (Fig. 2A) It is interesting to note that
an imcrease in the clog P ovalees resolted W betier

Tl 2
hiliginy, m vize andiledsbmanial scoviny, and cyimiomiciy of
bt my 3 %
ooarpoands 18- 18 asam st intmee ol strrotes of L an L]

n]
B
N T

1018
oo a clog P Ksx® MLy s
i T T
1" 3 OHE >80
12 4 0478 >80
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16 0 24%y mAD
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Ampbosencin B 046004 §92402212 4iE4R

* Colonlsed msing the omline prediction progmm ai hgoeww
el imespi Mo com.

" K = Halfmaoimal inbititory nesp onees in microgrames per milli ez

M1k = The minimom 1shal dose Sat klled 5% of e cdlk i@
i g per kil e

4 & = Selecyive indey, colon]sied hased om the T00M 1 Dy mtion
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antileishmanial sctivity while comparing compounds 17
and 18 o compounds 2, 7, & and @ (Tables 1 and 2)

Agtive compounds and amphotericin B were thus selectod
for cytoliciy ¢valuation against 3 human hepaioma cell
Linee { Hep32 ) (Fig. 2B and [, The resuls were e xpressed as
minimal lethal doses (MLDG,) prior to calculation of the SL
The relative selectivity of these compounds against
L. amazomensls compand o HepG2 was caleulaied hased
on MLDsgdCse ratios {Tables | and 2) Among e &
selecied compounds, the best SI vahse was observed for 2,
followed by Band 18, Amphotericin B, owr drsg control, had
the best SI valwe as expocted, Compounds exhibiting 51
lower than 20 (7, %, and 17) wee considered towic (Losct et
al., 2r: NWwada and Hisdson, 2006) {Tahles | and 2.

4. Dscmssion

Leshmaniases are considersd by the WHO a5 one of
the major & important infoetows dissases worldwide (hittp://’
www wiho intleishmaniasiz’onfindes. himl). At present, a
great interest in developing new dregs, combinations, or
protoosls agsinst tropical and neglected diseases has boon
stimulated by many initiatives (Moran et al, 20050, In this
comtext mocont sudies wsing nonantimany Tesiments (ol
miltefosine, ketoconazole, and liposomal amphoericin B)
were proven o0 be an effective aliemative to pentavalent
antimaony for many Lelshmenia species {Ramanathan ot al,
2001}, This may represent an advantage in the wse of non—
antimony-hbased regimens dse 1o their safery, cfficacy, and
potentially less toxic effects. Over the past years, the
shsenoe of research and development for mew medicines
targeting diseases affecting poople in developing countries
has bocome a global ooncem {(Chirac and Tomeele, 206006).
In the case of leishmanissis, a pimaridy roral disease, an
increase in its incidence has been increasingly reporied in
larger cities (Ashford, 200M). Since there is wo available
vaccine and vector'reservoir conirnel has limitations, curment
control messures are mainly based on patent treatment.
However, side-effects, treatment failure due i parasite
mezistance, HIV co-infection, and infravenons administra-
tion are the major concems in kshmanasi chemo therapy
{Croft et al, 2006ab) Alhowgh the introduction of new
therapies asch as liposomal amphotericin, omal milefosine,
and paromomycin oocurned in te past decade, these ane
not ideal. It is critical that less toxic and cheaper therapies
be developed, Themefore, a seach for new chemothers-
poutic compounds against Leishmenie 5 still warrantod
{Alvar ot al., 2006)

L. omas rencis, the atiologic agent of cutaneows amd
diffise leishmaniasiz, & often associated with resigtance
agains cument standard antleishmanial dregs. It is 3 useful
species for both invive and in vitro tests sinee it s very cagy
to keep under laboratory conditions and is 3 very effective
maoiese mode L In the search for an alemative antileishmanial
drug, many studies have already determined the activity of

chemical or plant-derived compounds against this species
{Aguiar o al, 2010, Garcla et al, 2000; Junior o al, 2010;
Khavieri et al, 2010; Sousa-Fagendes et al., 2000).

Polyamine  compound derivaives have been testod
against Ledhmanir by several authors dee to dueir mles
in impormnt biolegical finctions i cell growth  and
differentiation (Costa e al., 2000 Del Olmao ot al., 2003,
Labadie et al, XWM; Tavams et al, 20035). However,
those shudics have evahmted PA antiproliferative activity
only in promastigoies amnd ammstipote-like  parasites.
Altwough the mechanism of action still noeds o be
fully elucidated in Leichmomie i & very clear that PA
derivatives can have diffeental effects depending on the
parasite stage. For example, in promsastigotes, the
mechaniam is simiar o apopiosis observed for metazoan
{Tavares et al, 2005). In owr work, we tested for the fist
time this clas of organic compounds apamst intmee lular
amastigoie foms in murne macrophages, a msde]l that
mesembles & natural infoction.

Consistent with fhe data from the previows stsdies, PA
derivatives alko exhibited antile shmanial activities inside the
cell. This phenomenon was correlaed o the lipophilicity of
the molecules as indicated by cLog P values Highea
antiproliferative activity against inracelhelar L. amesonends
was observed for compounds 17 (Fig, 2C) and 18 {ICs0's
between 3.8 and 104 peml), and those dats cowld be a result
of their capacity to reach the parssie in the parssitoplaonous
vacuok., Confimming this idea, we found thet compound 2
{clog Pvalue=—] 81) had a lower ability o kill the parasie,
exhibiting a higher IC 5 value (34,65 £ 1325 poiml). These
preliminary resule indicaie that a longer alky] chain seems to
b imnportant to the leshmanicidal activ ity observed. In spite
of having a good antileishmanial activity, compound 17 was
wery toxic {81 = 10.25), On the otver hand, compound 2 was
the less cytoinx ic among all PA derivatives tested (MDL g =
20800 = [EXR.00 pp'ml) followed by compounds
B (6E250 £ 0.7] po/ml) and 18 (117.00 = 707 pgiml,
with respective Sk of 6372, 34 84, and 30095, In comparisomn
o o e ferene e dneg, amphoicricin B, tee S1indooes for teese
compounds can be considered low, suggesting limited
seloctivity against L. amaronsnsls nfoction in vitro, In faet,
Tavares et al. (205 have demonstrated DN A fragmentation
in L inforctem a5 one of the apopiotic mechanizms in
ot goies, Althaasgh PA derivatives have amt leishomamnial
poential, 50% of the active compounds were very cyioboxic
o Heplal cells

&, Conclusions

A series of 18 proected and nonprotected o, ae-diami-
moallanes have been evaluated for their in vitro activity
arainst inracelhlar amastipee forms of L. emezonsnsiy, In
general, mono-BOC-proected o w-disminoalkanes  oom-
pounds with longer alkyl chains (HM{CH,; iwWNHBoz, £ =
ID—12) exhibited better leishmanicidal activity when
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compared o the analogous nonprotected compounds,
However, most of the PA derivates exhibited high
cybtoxicity. Moreover, from all compounds tested, 2, 8,
and 18 exhibied the best leishmanicidal activity and highest
Sls. Althowgh compound 18 exhibied the best lipophilicity,
compounds 1 and B were less toxic. Their potential for in
wivie tests in mice should be fierther evalusted.
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Leishmania amazonensis is the etiologic agent of the cutaneous and diffuse leishmaniasis often associated with drug resistance.
Lapachol [2-hydroxy-3-(3"-methyl-2-butenyl)-1,4-naphthoguinone] displays a wide range of antimicrobial properties against many
pathopens. Inthis study, using the classic microscopic in vitro model, we have analyzed the effects of a series of lapachol and chlorides
complexes with antimony (V] bismuth (V), and tin {IV) against L. amazonensis. All seven compounds exhibited antileishmanial
activity, but most of the antimony (V) and bismuth (V) complexes were toxic against human HepG2 cells and murine macrophages.
Thebest 1Cs; values (0.7 +0.03 and 0,10 £ 011 xg'mL) were observed for Tin (IV) complexes (3] [(LpHPhs5n)] and (6) {PhaSnCl,),
respectively. Their selective indexes (51s) were 70065 and 12035 for HepG2 cells, respectively. However, while analyzing murine
macrophages, the 51 decreased. Those compounds were moderately toxic for HepG2 cells and toxic for murine macrophages, still
underlving the need of chemical modification in this class of compounds.

1. Introduction Lapachol, [2-hydroxy-3-(3"-methyl-2-butenyl)-1.4-
naphthoquinone| (Figure 1) is a natural compound extracted
from the core of Bignoniaceae trees. In Leishmania, lapachol

analogues, derivatives, and complexes have been tested

Leishmania amazonensis, a New World species, has been
identified as a dermotropic species often associated with drug

resistance [1]. Current antileishmanial therapies are toxic to
human and some simply fail [2, 3]. In the Americas, for
over six decades, parenteral administrations of pentavalent
antimonials (Sb-V), sodium stibogluconate (Pentostam], and
meglumine antimoniate (Glucantime) have been used for
treating leishmaniasis. In places where resistance to anti-
monials is common, such as India, other chemotherapeutic
treatments include amphotericin B and pentamidine |2, 4].
Therefore, the absence of a low toxic and safe oral drog still
underlines the need for new antileishmanial compounds.

by several groups. Lapachol, isclapachol, and some of
their derivatives were active in vitro and in vivo against
Leishmania braziliensis and L. amazonensis, respectively [5].
Bismuth (I}, antimony (V). and tin {IV) complexes were
active against Helicobacter pylori, Leishmania major, and
Leishmania donovani, respectively [6-8].

The design of bifunctional metal complex, where both the
ligand and the metal exert pharmacological activity, repre-
sENts 4 promising strategy for achieving more effective and
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selective drugs. In the present study, lapachol was coupled
with three different metals: triphenyltin (IV), triphenylbis-
muth (V). and triphenylantimony (V). We have tested the in
vitro activity and cytotoxicity of synthesized antimony {V),
bismuth (V), and tin (IV) lapachol and chloride complexes
apainst intracellular L. amazonensis, Hep(:l cells, and murine

macrophages.

2. Materials and Methods

21 Synthesis of the Lapachol Metal Complexes and
Tested Metal Chiorides. The (Lp){Ph,BiO, . (1) and
(Lp)(Ph, 5b)YH (2) complexes were synthesized by following
the procedure described by [9]. To prepare (Lp)(Fh,5n) (3)
the same procedure was used. Triethylamine (70 uL) was
added to a mixture of lapachol (121g, 0.5mmol) and
triphenyltin (IVy chloride (193 mg, (.5 mmaol) in chloroform
(Z0mL}). The resulting mixture was stirred for 4h at room
temperature. Removal of the solvent under vacuum yielded
2 solid material. The material was subsequently dissolved in
acetone and precipitated in water. The triethylammonium
hydrochloride formed during the reaction was dissolved and
removed by water. Elemental analyses were carried out using
2 Perkin-Elmer 240 Elemental Analyzer. Atomic absorption
analyses of hismuth, antimony and tin contents were carried
out on a Hitachi Atomic Absorption Spectrophotometer
(Model B200).

The following equations can be proposed to fllustrate the
formation of (Lp}(Ph,5b)0OH complex as follows:

LpH + Et,;NH 25 Lp~ + [Et,NH]'
Lp~ + Ph,ShCl, + [ELNH]

T, LpSbPh,Cl + [ELNH] 1 )
LpSbPh,Cl + [E,NH] C1+ H,0
— LpSbPh,OH + [Et,NH] + HCL

The same process can be proposed for all complexes.
The yields, melting points, and elemental analyses of the
compounds prepared are given in Table 1.

Triphenylbismuth dichloride (4}, triphenylantimony
dichloride (5), triphenyitin chloride (&), and lapachol (7)
were obtained from Aldrich. Triethylamine was obtained
from Sigma. The predicted structures of all tested compounds
are shown in Figure L

2.2, Parasites. The World Health Organization (WHO) ref-
erence strain L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PHE) was used
and typed as previously described [10]. Promastigote forms
were grown at 25°C in M1%9 medium (Sigma) supple-
mented with 10% heat-inactivated fetal calf serum {Culti-
lab), 40 mmol/L HEPES {Amersham), 0.1 mmol/L. adenine
(Sigma), 0.0005% hemin (Sigma), 0.0002% biotin (Sigma),
50units/mL penicillin, and 50 mg/mL. streptomycin {Invitro-
gen) [11].

Bioinorganic Chemistry and Applications

23 Im Vitro Classic Microscopic Tests. Animals were kept
in the Animal Facility of the Centro de Pesquisas René
Rachow/FIOCRUZ in strict accordance to the Guide for the
Care and Use of Experimental Animals [12]. The procedures
were approved by the Internal Ethics Committee in Ani-
mal Experimentation (CEUA) of Fundacdo Oswaldo Cruz
{FIOCRUZ), Brazil (Protocol L-042/08). Mice were eutha-
nized with CO, in an induction chamber prior to macrophage
removal. Balb/c mice were injected intraperitoneally with
2mlL of 3% sodium thioglyoollate medium. After 72h, peri-
toneal macrophages were removed by washing with cold
RPMI 1640 medium and enriched by adherence to round
glass coverslips (13 mm) placed in a 4-well culture plate. Cells
{2 = 107 cells/well) were cultured (37°C, 5% CO,, 18h) in
RPMI supplemented with 1% heat-inactivated FBS (fetal
bovine serum) prior to infection with parasites. Macrophages
were exposed to stationary phase promastigotes (2 = 10°/well)
at a final ratio of 1:10. The plates were incubated at 37°C,
5% CO, for 5hin BOD to allow internalization of parasites
[13]. Then, the medium was removed for the remaining
noninternalized parasites. Negative control included only
infected macrophages and medium. Incubations were tested
in duplicate in two independent experiments [14, 13]. The
substances were serial diluted with RPMI 1640 medium
supplementad with 10% FBS at five different concentrations
{30 — 3lpp/mL). For compounds (3) and (&). the dilu-
tion was 10 — 0.016 pg'ml. Amphotericin B was used as
reference drug. Infected macrophages were exposed daily to
the compounds for 3 consecutive days. After this period,
coverslips were collected, stained with Panoptic (Laborcling,
and subsequently mounted with Entellan (Merck) on glass
slides.

24, Cytotoxicity Tests. The cell lineage HepGl Al6 was
derived from a human hepatocellular carcinoma cell line
HepG2 (ATCC HB-8065) and obtained from America
Type Culture Collection line (ATCC) [16]. Balb/c murine
peritoneal macrophages were obtained as described above.
Cytotoxicity was determined uosing the MTT method
{3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) (Sigma). HepG2 cells were kept in RPMI medium
supplemented with 10% FBS, and confluent monolayers
were trypsinized, washed in RPMI, and transferred to
96-well microtiter plates (4 = 0% cellsfwell) for 16-18h.
Murine macrophages were used in the concentration 2 =
10¥cells/well in 96-well microtiter plates. The compounds
were serial diluted in different concentrations (10 —
0l6émg'mL). In both tests, the medium was removed,
and the compounds were incubated for 24h (37C, 5%
C0Oy). Colorimetric reaction was developed following
the incubation with MTT (37C 5% CO, 4h) and
addition of acidified isopropanol [I7]. The reaction was
read spectrophotometrically (Spectramax M3, Molecular
Devices, San Francisco, CA) with a 570nm filter and a
background of 670 nm. [ncubations were tested in triplicate
in two independent experiments. The minimum dose that
killed 50% of the cells (MLD ;) was determined [18], and the
values were plotted to generate dose-response Curves using
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Fraure 1- Structures of lapachol metal (Bi, Sb, and Sn) complexes (1-3) and chloride metal (B3, Sb, and Sn) compounds (4-6) and lapachol
(7). Legend: Bi = bismuth, Sb = antimony, and Sn = tin_

Tasee 1: Yields and elemental analyses of the compounds.

Compound ~ Yiedd (%)  Mp (CP  Ciound(calc) (%)  Hfound (calc) %)  Metal foond (calc) (%)  Formula for cale.

i¥] 79 126-129 5731 (57.40) 409 (4.23) 29.03 (29.93) {Lp)(Ph, Bi)O,
(2 76 154-156 6530 (64.82) 452(4.78) 20.64 (19.19) {Lp){PhySh)OH
(3) 79 107-109 66.41 (67.03) 440(4.77) 2174 (20.07) (Lp){Phy5n)

*8.p: meling point

Tasre 2: Antileishmanial activity, cytotoxicity, and selective indexes of tested compounds for HepGG2 cells and murine macrophages.

2 Hep(:2 Macrophages
Compound Formula Iy !‘-{I_Dm“ - M]'_Dab -
i) (Lp)(FhyBi0, - 29.05 + 18.45 5838 £ BAT 101 124+ 820 L1
(2] ({Lp)(Ph,5h)OH 18.27 + 5.58 325.22 + B9.40 1781 130065 + 40.52 FAL
(3 (Lp}(Fh,5n) 0.17 £ 0.03 1201 £ 047 70,65 16+057 o4
4) Phy BiCl, 540 +0.14 18375 + 477 3403 2515+ 0.49 4.67
(5] Ph, Shil, 1161 + 785 157 .46 £ 37.13 1356 3075+ 6.01 165
(&) Ph,5SnCl, 010 +0.11 1204 £+ B42 12035 073 +0.13 730
(7 Lp? 1548 + 5.23 20177 +532 13.03 184,65 + 658 n.az
Amphoteticin B 0.73 £ 0.60 44.59 + 12657 BE3.00 17995 + .84 24651

21Czy: the Inhibitory concentration that killad 50% of the L. amazonensis o pgfmi
F LDy the mintmum lethal dose that killed 50% of the cells In pgrmL..

“51- salective indey, calculated based on the MLI; /1, ratlos.

“Lp: Lapachol.
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FraurE 2: In vitro antileishmanial activity of compounds (3}, (4), and (6) against intracellular . amazonensis ({a), (b), and ic]) and cytotoxicity
against hepatoma HepG2 cell ({d), (e). and {f)). Curves were obtained using Microcal Origin Software. IC,, = half-maximal inhibitory
response; MLIDY,, = the minimum lethal dose. Figures are a representation of one experiment.

Microcal Origin Software (Northampton, MA, USA) [15,19]. 3. Results

The selective indexes (51s) of compounds were calculated o o i ] )

using the MLD, /IC,, ratios to HepG2 and peritoneal The in |r_'rrn:rcla1551c micToscopic test enables direct counting to

macrophages [20, 21]. determine the percentage of infected cells and/or the number
of amastigotes [22]. Here, the [Cy values were calculated
based on the percentage of infected macrophages [15]. The
in vitro antileishmanial activities, cytotoxicity and selective

75



Bioinorganic Chemistry and Applications

indexes (S1s) of lapachol metal complexes and chlorides (1-
6], lapachol (7) and amphotericin B are shown in Table 1.
Lapachol and compounds (1), (2}, and (5) were considered
inactive (IC,, > 10 ug/mL) and toxic (I < 20) for HepG2 cells
and macrophages [20, 21]. The tin {IV) lapachol complex (3)
and chloride (6) were active against intracellular amastigote
forms of L. amazonensis (Figures 2{a) and 2(b)) and less
toxic for HepG2 cells (3Is ranging from 70.65 to 120.35)
(Fipures 2(d) and 2{e)) (Table 2). One triphenyl bismuth
chloride (4) (Figure 2{c)) was also active and a little more
toxic for HepG2 cells (Figure 2(f)) than (3) (Figure 2{d))
and (6) (Figure2(e)) (51 = 34.03). All compounds were
toxic for murine macrophages (51 < 20). Amphotericin B,
an antileishmanial reference drug, exhibited an IC,; value
approximately fourfold higher than (3) and (6) (073 +
0.60 pg/mL) (Table 2).

4. Discussion

Leishmaniases are considered by the WHO as one of the
major six important infectious diseases worldwide. Over
the past years, the absence of research and development
for new medicings targeting diseases affecting people in
developing countries has become a global concern [23].
Currently, the development of new drugs, combinations,
or protocols against tropical and neplected diseases is of
great importance in public health [24-27]. However, side
effects, treatment failure duwe to parasite resistance, HIV
coinfection, and intravenous administration are the major
concerns hindering leishmaniasis chemotherapy [2, 3].

Lapachol derivatives and complexes have exhibited anti-
tumor, anti-inflammatory, antiangiogenic, analgesic, and
antimicrobial properties [6, 28-32]. Lapachol and some of its
analogues demonstrated activity in vifro against L. braziliensis
and L. amazonensis [5]. The use of metal complexes apainst
Leishmanio may represent a potential alternative against the
disease since antimony-based regimens tend to be very toxic.
In this context, we have explored the use of lapachol and
chloride metal complexes with antimomy (V), bismuth (V).
and tin (IV)] against L. amazonensis.

In contrast to data from previous studies, lapachol (7)
did not exhibit significant antileishmanial activity against
L. amazonensis (15.48 + 323 versus 53 + 070 ug/mL) [5].
This IC,, value is close to that observed for L. braziliensis
(11.% = 6.9 pg/mL). This discrepancy could be attributed to
the strain of L. amazonensis used (MHOM/BR/77/LTBILG)
and experimental conditions. The highest antiproliferative
activity against intracellular L. amazonensis was observed for
tin (I%¥) lapachol and chloride complexes (3) and (&) (Figures
2(a) and 2{b)) and one bismuth (V) chloride compound
(4) (Figure 2(c}}). More importantly, compounds (3) and (6]
were more active than amphotericin B and less toxic among
all substances tested while using HepG2 cells (Sls of 7065
and 120.35, resp.). Interestingly, the resulting compound of
lapachol and tin (IV) showed a marked decrease in metal
toxicity than lapachol alone (51s of 7065 versus 13.03, resp.).
One of the possibilities that could justify such phenomenon
could be due to an increase in the lipophilicity of the

lapachol-complexed molecule. Another hypothesis is that
lapachol complexation could affect the REDOX potential
of the compound, thus, consequently changing its activity.
Consistent with this idea, the mechanizms underlying those
activities are related to the generation of reactive oxygen
radicals (ROSs) induced by the bioreduction of its quinonoid
nucleus through specific enzymes and oxygen [33-35]. ROS
mechanisms induced by lapachol have been implicated in the
chemotherapeutic activities against many protozoa such as
Trypanosoma cruzi [30] and also tumor cells [31]. Similarly,
among all metal chloride substances, the triphenyl tin (IV)
chloride compound exhibited lower toxicity compared to
bismuth (V) and antimony (V) chloride ones. Finally, com-
pound (4) exhibited moderate toxicity (51 = 34.03) with an
IC, value 7-fold higher than amphotericin B. However, when
cytotoxicity was tested against murine macrophages, the host
cells for Leishmania, all compounds were toxic. Those data
indicate the need of chemical modifications in this class of
compounds in the search of novel antileishmanial molecules.

chloride compound exhibited lower toxicity compared to
bismuth (V)

5. Conclusions

Lapachol and a series of six lapachol and chloride metal
complexes have been evaluated for their in wifro activity
against intracellular amastigote forms of L. amazonensis. The
tin (IV) lapachol and chloride complexes (3 and &) exhibited
higher antileishmanial activity compared to amphotericin
B. The triphenyl bismuth (V) compound (4) also exhibited
antileishmanial activity with moderate cytotoxicity. Lapachol
compounds with bismuth (V) and tin (IV) were less toxic
when compared with lapachol alone for HepG2 cells. In
conclusion, tin, and in a less extent, bismuth complexes
were moderately toxic for HepG2 cells and toxic for muring

macrophages.
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5, CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que hd uma demanda global por novos medicamentos, principalmente para as
doencas negligénciadas. Essa necessidade existe por véarios fatores, como a inexisténcia ou
ineficacia dos fairmacos para a cura dessas doengas, bem como os efeitos adversos provocados
pelos mesmos. Deste modo, muitos sao os esfor¢cos no meio cientifico para se desenvolverem
novas vacinas, metodologias para diagnostico, esquemas de tratamento € no nosso caso o
desenvolvimento de métodos alternativos para a descoberta de novas drogas para o tratamento
e controle das Leishmanioses (Nwaka & Hudson, 2006; Pecoul, 2004).

No campo da busca, descoberta e desenvolvimento de novas drogas, no que se refere
as fases pré-clinicas e, mais especificamente nos testes in vitro contra Leishmania, ndo existe
um consenso sobre o método utilizado. Historicamente, o método microscépico classico
(Berman & Lee, 1984) ¢ o mais aceito como padrao ouro. Com os novos conhecimentos sobre
biotecnologia, novas ferramentas estdo sendo desenvolvidas e possibilitando tornar este
método mais pratico e rapido. Neste contexto, o que mais ganhou forca foi o desenvolvimento
de Leishmania transgénica que permite a automatiza¢do da triagem de droga utilizada por
varios autores e que esta relacionada na Tabela 3 (pagina 41).

Outro ponto importante ¢ o estagio morfologico do parasito que deve ser utilizado na
triagem, visto que nao existe uma correlacao perfeita entre as substdncias que mostraram
atividades contra as formas promastigotas e foram posteriormente testadas contra as
amastigotas intracelulares ou vice e versa (De Muylder et al., 2011; Vermeersch et al., 2009)

A forma amastigota axénica nao ¢ totalmente representativa da amastigota intracelular
(Rochette et al., 2009), porém alguns pontos de partida para a descoberta da droga foram
identificados. A falta de correlacdo da atividade entre amastigotas axénicas e amastigotas
intracelulares também tem sido relatada (De Muylder et al., 2011) .

O desenvolvimento de um método de Triagem de alto rendimento (HTS) usando a
forma amastigota intracelular que infectam macrofagos humanos foi primeiramente relatada
em 2010 como um ensaio secundario para confirmar a atividade de compostos selecionados
como ativos contra a forma promastigota (Siqueira-Neto et al., 2010). Em 2011, foi adaptado
para um formato de placa de 96 pocos e testadas algumas centenas de compostos (De Muylder
et al., 2011). Ambos os trabalhos ndo utilizaram parasitos transgénicos, mas marcagdes
especificas e a avaliagdo foi realizada apds captacdo de imagem com posterior andlise
computacional. Este mecanismo aumenta muito o custo.

O método alternativo proposto neste trabalho foi considerado como Triagem de médio

rendimento (MTS). A L. (L.) amazonensis expressando a proteina vermelha fluorescente
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(RFP) foi produzida para a realizagdo da triagem de drogas com leitura direta em placas de 96
pocos contendo macroéfagos murinos infectados e leitura em espectrofluorimetro. Desta
forma, o método se tornou mais rapido e reprodutivel comparado ao teste classico de triagem
com contagens microscopicas. Na tabela 4 (pagina 82) pode ser feita a comparacdo dos
principais métodos de alto rendimento atualmente utilizados para a triagem de novas
substancias contra Leishmania. Quando compara-se o método proposto neste trabalho (MTS)
com os métodos de HTS, esse apresenta vantagens como a simplicidade de leitura em
espectrofluorimetro que consequentemente reduz o custo final da triagem, além de ndo
requerer marcagdo adicional para a leitura, a Leishmania fluorescente produzida a partir de
plasmideo de integracdo ndo necessita de manutencdo sob o antibidtico de selecdo. Desta
forma, essa limitag@o para triagem de droga ndo existe.

Um grande avango desse trabalho foi a leitura da fluorescéncia emitida pelo parasito
intracelular de forma satisfatéria e quando analisadas substancias testes foram obtidas as
curvas dose-resposta, confirmando a morte do parasito. Além disso, o teste pode ser realizado
em laboratorios que tenham estruturas mais simples, demandando uma capela de fluxo
laminar, estufa CO,, e um espectrofluorimetro.

O caminho para a descoberta de uma nova droga ¢ longo, complexo e exige muito
investimento. No caso de doencas negligenciadas, dificilmente uma institui¢do consegue
realizar todas as etapas sozinha. E mais, o mercado ndo ¢ rentavel para grandes empresas
farmacéuticas, com alto custo de desenvolvimento e baixo potencial relativo de mercado.
Apesar disto, o cenario mundial esta favoravel a descoberta e desenvolvimento destas drogas
que o mercado tanto precisa. Parcerias sdo essenciais, ¢ existem diferentes modelos de
parcerias que podem envolver diferentes tipos de instituicao.

Fazer protegdo de propriedade intelectual (Patente) de novas drogas para Leishmanial
pode ndo ser tdo relevante se o parceiro for uma multinacional e/ou uma Empresa Publico
Privada, mas pode ser fundamental se o parceiro for uma pequena empresa [200, 245].

O desenvolvimento de um novo medicamento ndo necessariamente passa pela
descoberta de novas entidades quimicas, reconhecido como um processo de alto risco (taxa de
sucesso de 7 % para moléculas pequenas e 11% para bioldgicos), longo (em média 13,5 de
anos) e de alto custo (Nwaka & Hudson, 2006; Paul et al., 2010).

Outra abordagem para o desenvolvimento e descoberta de novos farmacos ¢ a
modificacdo molecular que oferece uma gama de possibilidades para a constru¢do de novas
moléculas. Neste contexto, neste trabalho testamos grupos de substincias de trés grupos
diferentes. O colaborador Dr. Marcus Vinicius Norra de Souza de Farmanguinhos que

sintetizou os derivados das diaminas, a colaboradora Dra. Célia Maria Correa da UFOP que
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sintetizou os derivados do propranolol e Dra. Cynthia Demicheli do ICEX/UFMG que
sintetizou os complexos metalicos de bismuto, antimonio e estanho com o lapachol foram os
nossos colaboradores. Essas colaboragdes resultaram nos artigos desta tese. Apesar de nao
termos encontrado uma substancia excelente chegamos a alguns candidatos promissores.
Além disso, percebemos que a abordagem sintética associada ao conhecimento da atividade

de tais substancias contra outros protozoarios auxiliaram nessa descoberta.
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Tabela 4: Resumo dos recentes protocolos para triagens de drogas contra Leishmania.

Aplicagado para qualquer
Necessidade de

Tipo de ] ) ] ) espécie de Tipo de Célula ] )
] Tipo de Analise substrato ou Estagio do parasite . ) ) Espécie Referéncias
triagem Leishmania/célula Hospedeira
corante )
hospedeira
Resazurina Promastigota Sim/Nao -- L. major o
(Siqueira-Neto et al.,
HTS Sim
Draq5 (marcador de ) ) o L. major / 2010)
Amastigota intracelular Sim/Sim THP1 ]
DNA) L. donovani
Reagente CellTiter-Glo ] )
) ) Promastigota Sim/Nao -
(ATP-bioluminescente)
. . . o De Muylder et al.,
HTS Dapi (marcador de DNA) Sim Amastigota intracelular Sim/Sim THP1 L. donovani (De Muylder
2011)
Reagente CellTiter-Glo Amastigota Axénica Sim/Nao --
HTS Reagente azul Cell Titer Sim Promastigota Sim/Nao -- Leishmaniasp  (Sharlow etal., 2010)
Macrofagos
MTS Fluorescéncia RFP Nao Amastigota intracelular Sim/Sim peritoneais L. amazonensis (Rocha etal., 2013)
murinos

HTS= triagem de alto rendmento
MTS= triagem de médio rendimento

THP1= linhagem monocitica de leucemia aguda humana
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