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ESTUDO DO EFEITO IN VITRO E IN VIVO DA APIGENINA EM Leishmania
amazonensis

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Fernanda da Fonseca e Silva

A leishmaniose ainda é uma das doengas mais negligenciadas do mundo. Ela esté presente nos
cinco continentes e € endémica em 98 paises, com 350 milhdes de pessoas vivendo em zonas
de risco e mais de 12 milhdes de pessoas infectadas. Compreende um complexo de doencas
causadas por mais de 20 espécies do género Leishmania. No Brasil, a Leishmania
amazonensis € uma espécie dermotropica importante. Apesar do progresso na compreensao da
bioquimica e biologia deste parasito, este conhecimento ainda ndo tem refletido na descoberta
de novos e eficazes agentes quimioterdpicos contra a doenca. O tratamento atual é
insatisfatorio, com altas taxas de toxidez e ineficacia, e ndo ha vacina humana licenciada. A
pesquisa de novos medicamentos, a partir de fontes naturais, € amplamente utilizada como
uma abordagem bem sucedida na deteccdo de compostos para o tratamento de doencas
parasitarias. Compostos puros obtidos de plantas, como certos flavonoides, exibem atividade
antiprotozoaria. A apigenina é uma flavona bioativa, abundantemente presente em frutas,
ervas e legumes, que mostrou atividade leishmanicida. A apigenina inibiu o crescimento
celular de ambas as formas evolutivas de L. amazonensis de maneira dose-dependente. Este
efeito inibitdrio, em promastigotas, foi igual a 74% apds 24 h de tratamento com 96 uM de
apigenina e, em amastigotas intracelulares, foi igual a 71% apds 72 h de tratamento com 12
MM do composto. O ICs0/24 h em promastigotas foi 23,68 uM e 0 I1C5,/72 h em amastigotas
foi 4,33 uM. Observou-se que a apigenina foi capaz de induzir o aumento nos niveis de ERO
nos promastigotas e nos macréfagos infectados com L. amazonensis. A incubacdo com os
antioxidantes NAC e GSH reduziu a morte induzida pela apigenina nesses parasitos. A
apigenina também foi capaz de causar a diminuicdo no potencial de membrana mitocondrial,
a parada do ciclo celular, a diminuicdo do potencial proliferativo e alteracdes ultraestruturais
mitocondriais e golgienses nos promastigotas tratados, também de maneira dose-dependente.
Além disso, os macrofagos infectados mostraram que o tratamento com apigenina induziu um
aumento no numero de autofagossomos proximo das amastigotas, sugerindo também a
contribuicdo da autofagia no mecanismo de acdo do composto. Na avaliagédo in silico, a
apigenina exibiu propriedades ADMET favoraveis e preencheu a "Regra dos 5” de Lipinski,
mostrando ser bem absorvida, permeavel e oralmente viavel. O tratamento oral com apigenina
(1 e 2 mg/Kg/dia) em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis mostrou
controlar o desenvolvimento da lesdo na orelha destes animais e reduzir a carga parasitaria de
maneira dose-dependente. Os resultados in vitro contribuiram para elucidar a atividade
leishmanicida da apigenina e, juntamente como os resultados in vivo, entusiasmam em propor
essa flavona como um composto suplementar no tratamento da leishmaniose.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION

Fernanda da Fonseca e Silva

Leishmaniasis is still one of the most neglected diseases in the world. It is present on five
continents and is endemic in 98 countries, with 350 million people living in areas at risk and
more than 12 million people infected. Comprises a complex of diseases caused by over 20
species of the genus Leishmania. In Brazil, Leishmania amazonensis is an important
dermotropic specie. Despite progress in understanding the biochemistry and biology of this
parasite, this knowledge has not been reflected in the discovery of new and effective
chemotherapeutic agents against the disease. The current treatment is unsatisfactory, with
high toxicity and ineffectiveness, and there is no licensed human vaccine. The research of
new drugs from natural sources is widely used as a successful approach in detecting
compounds for the treatment of parasitic diseases. Pure compounds obtained from plants,
such as certain flavonoids, exhibit antiprotozoal activity. Apigenin is a bioactive flavone,
abundantly present in fruits, herbs and vegetables, which showed leishmanicidal activity.
Apigenin inhibited cell growth of both forms of L. amazonensis in dose-dependent manner.
This inhibitory effect on promastigotes was equal to 74% after 24 h of treatment with 96uM
apigenin and on intracellular amastigotes was equal to 71% after 72 h of treatment with 12
uM of the compound. The ICs¢/24 h) in promastigotes was 23.68 uM and the ICs0/72 h in
amastigotes was 4.33 uM. It was observed that apigenin was able to induce increased levels of
ROS in treated promastigotes and L. amazonensis-infected macrophages. Pre-incubation with
antioxidants, such as NAC and GSH, reduced apigenin-induced death in these parasites.
Apigenin was also able to cause a decrease in mitochondrial membrane potential, the cell
cycle arrest, the decrease of proliferative potential, and mitochondrial and golgiense’s
ultrastructural changes in treated promastigotes, also in dose-dependent manner. In addition,
macrophages have shown that apigenin treatment induced an increase in the number of
autophagosomes close to the amastigotes, suggesting the involvement of autophagy in the
mechanism of action of the compound. When evaluated in silico, apigenin exhibited favorable
ADMET properties and filled the Lipinski’s "Rule of 5", showing to be well absorbed,
permeable and orally viable. In murine cutaneous leishmaniasis model, the oral treatment with
apigenin (1 and 2 mg/Kg/day) in BALB/c infected mice showed to control the lesion
development on ear of these animals and to reduce the parasite burden in dose-dependent
manner. In vitro studies have contributed to elucidate the leishmanicidal activity of apigenin
and, together with the in vivo results, enthusiastic in proposing this flavone as an additional
compound in the treatment of leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses

1.1.1 Agentes etiologicos e vetores

As leishmanioses compreendem um complexo de doencas causadas por mais de 20
espécies do género Leishmania (OMS, 2010). Os protozoarios do género Leishmania
pertencem a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Esta ordem caracteriza-se
pela presenca de minicirculos e maxicirculos de DNA compactados em uma estrutura
denominada cinetoplasto, localizada no interior da mitocéndria Unica do parasito (Stuart e
cols, 2008). O género Leishmania apresenta dois subgéneros: Leishmania e Viannia, que
englobam as especies causadoras das leishmanioses. A sistematica do género Leishmania
apresenta grande complexidade, com a introdugdo de dois niveis intermediarios de subgénero

e complexo, conforme ilustrado na Figura 1.1.

Familia Trypanosomatidae
Género Crithidia # Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgenero Leishmania Viannia
-------------- = T
) !
| | : :
. ' '
Complexo L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana , L. braziliensis ' L. guyanensis
I )
i i
-------------------------- LS
L. chagasi* L. killicki* L. major L. aethiopica L. amazonensis | Ndo patogénicas para humanos : L. braziliensis : Unassxgned:: L. guyanensis
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Figura 1.1: Taxonomia da familia Trypanosomatidae (OMS, 2010). “A criacéo de novos géneros foi sugerida
para melhor classificar isolados pertencentes a esses géneros (Angomonas e Strigomonas) (Teixeira e cols, 2011)

As espécies Leishmania donovani e Leishmania infantum (equivalente a Leishmania
chagasi na América do Sul) causam a forma visceral da doenca. Mais de 15 espécies de
Leishmania causam leishmaniose cutdnea em humanos como Leishmania major, Leishmania

tropica e Leishmania aethiopica no Velho Mundo e Leishmania mexicana, Leishmania



amazonensis, Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis e Leishmania guyanensis no
Novo Mundo (Menna-Barreto e De Castro, 2014). No Brasil, as trés principais espécies
dermotropicas sdo: L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis (Ministério da Salde,
2007).

Os tripanossomatideos apresentam uma organizacao ultraestrutural eucaridtica
classica, com organelas comuns de células de mamiferos e também com estruturas especiais
que estdo ausentes em outros eucariotos. A mitocondria, por exemplo, é Unica, ramificada e
contém o cinetoplasto. Além disso, os glicosomos sdo peroxissomas especializados que
contém enzimas da via glicolitica. Outra estrutura peculiar € acidocalcisomo, organela acida
envolvida no metabolismo de polifosfato e pirofosfato, que também funciona como
armazenamento de ions. Além disso, uma camada de microtibulos subpeliculares confere
rigidez mecanica a célula (Rodrigues e cols, 2014; Menna-Barreto e De Castro, 2014).

Os parasitos do género Leishmania apresentam duas formas evolutivas distintas: a
promastigota e a amastigota (Figura 1.2). A forma promastigota, presente no trato digestivo
do inseto vetor, caracteriza-se pela forma alongada e mede cerca de 12x2 um. Apresenta
cinetoplasto anterior ao nudcleo e flagelo livre que emerge da regido anterior (bolsa flagelar).
A forma amastigota é intracelular, sendo encontrada principalmente nos fagdcitos
mononucleares do hospedeiro vertebrado. Caracteriza-se pela forma arredondada e pelo
flagelo interiorizado (rudimentar na bolsa flagelar) e mede cerca de 2-4 um (Vannier-Santos e
cols, 2002; Neves, 2005).
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Figura 1.2: Morfologia das formas evolutivas de Leishmania. Figura esquematica mostrando a organizagdo
estrutural das formas (A) promastigota e (B) amastigota (Adaptado de Teixeira e cols, 2013).
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Os vetores da leishmaniose sdo insetos denominados flebotomineos, que medem de 2
a 3 mm e sdo conhecidos popularmente, dependendo da localizagdo geografica, como
mosquito palha, tatuquira, birigui, entre outros. Pertencem a ordem Diptera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Dois géneros de flebotomineos transmitem
Leishmania para humanos: Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomya no Novo Mundo
(Figura 1.3). No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da doenca sdo:
Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome, L. migonei,
L. longipalpis e L. cruzi (Ministério da Saude, 2007; 2013). Os hospedeiros vertebrados
incluem grandes variedades de mamiferos: roedores, endentados (tatu, tamandud, preguica),
marsupiais (gamb4), canideos e primatas, incluindo o homem (Grimaldi e cols, 1991; Neuber,
2008).

Figura 1.3: Fémeas de (A) Phlebotomus pappatasi e (B) Lutzomyia longipalpis ingurgitadas. (Disponivel em
http://en.wikipedia.org)

1.1.2 Ciclo biol6gico da Leishmania

A Leishmania apresenta ciclo bioldgico heteroxénico, alternando-se entre um
hospedeiro invertebrado e um vertebrado (Figura 1.4). No hospedeiro mamifero, o
protozoario € um patogeno intracelular obrigatério. O ciclo inicia-se quando a fémea do inseto
vetor realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo sangue
contendo celulas parasitadas. No trato digestivo do vetor, ocorre a lise dessas celulas e a
liberacdo das formas amastigotas, que se diferenciam inicialmente em promastigotas
prociclicas ndo infectivas e se multiplicam de forma logaritmica, povoando as regifes do
proventriculo e do esdfago do inseto. As promastigotas prociclicas sofrem subsequentes
modificagbes morfologicas e bioguimicas — a metaciclogénese, tornando-se infectivas
(metaciclicas), e migram para a faringe. Quando o vetor infectado realiza um novo repasto
sanguineo, regurgita as promastigotas metaciclicas, que sdo fagocitadas por células do sistema
fagocitico presentes na derme do novo hospedeiro vertebrado. Nessas células, os parasitos sao

capazes de resistir a agdo microbicida, se diferenciam em amastigotas e se multiplicam por
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divisdo binéria levando as células ao rompimento. As amastigotas liberadas poderdo infectar
outros macrofagos, estabelecendo e disseminando a infecgdo (Sacks e Kamhawi, 2001;
Vannier-Santos e cols, 2002; Stuart e cols, 2008). Além do repasto sanguineo, transfusdo de
sangue, hemodialise, transplante e a transmissdo congénita foram relatados como formas de

transmisséo da leishmaniose (Vannier-Santos e cols, 2002).

Inoculagao das Promastigotas sao
promastigotas durante . fagocitadas por por células
o repasto sanguineo [ ) do sistema fagocitico

. _T; L presentes na derme

U

D Y
) N
. 1o
|
[ S Vo ] O Transformagao das

Hospedeiro humano promastigotas em

. . Fémea do i amastigotas e
Migragéo das flebotomineo Macrofago multiplicagdo por
promalstl_gotas divisao simples
metaciclicas para
a proboscide do
vetor

5]
e Do
i L
v o Ya
Lo LY

Liberagao de
amastigotas e
infecgao de

novas células

Multiplicagéo por
divisao simples e o
metaciclogénese

Promastigota

\ A
) I.f ﬁ'. %Amastigotas
) \
Transformag&o das . Vo
amastigotas em W {1/

promastigotas

Ingestao de macréfagos
infectados com amastigotas
v durante o repasto sanguineo
9’3\“' do vetor

Liberagio das amastigotas
no intestino médio do vetor

Figura 1.4: Ciclo bioldgico da Leishmania (Adaptado de Jain, 2013).

A localizacdo das amastigotas no interior de macrofagos faz com que o controle da
infeccdo seja dependente da resposta imune mediada por células. A principal célula efetora da
eliminacdo destes amastigotas € o proprio macréfago, através da sintese de intermediarios
toxicos de oxigénio e nitrogénio, apds sua ativacdo por linfocitos T auxiliadores (helper). As
células T helper CD4+ tém uma funcédo central na imunidade especifica contra a leishmaniose
(Ministério da Saude, 2007). O mecanismo mais eficiente de eleminar o parasito envolve a
producéo de interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) por células T
CD4+ do tipo Thl, que estimulam a sintese de Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS),
gerando a producdo de Oxido nitrico (NO), uma citotoxina potente envolvida na inibi¢do da
Leishmania. A maioria dos estudos de mecanismos de resposta imune foi realizada em

modelos murinos, sendo caracterizados dois padrdes de resposta Thl e Th2. A resisténcia do



hospedeiro esta associada a resposta Thl, enquanto a suscetibilidade a infeccdo esta
relacionada com a resposta Th2 (Loria-Cervera e Andrade-Narvdez, 2014). Em outras
palavras, a resposta Thl estd associada & resolucdo da leishmaniose e a resposta Th2 a

progressdo da doenca (Piscopo & Mallia, 2006).

1.1.3 Manifestagdes clinicas

A leishmaniose desencadeia diferentes formas de manifestacdo clinica, que dependem
da espécie do parasito que foi inoculado pelo vetor e da resposta imune do hospedeiro
vertebrado acometido (Santos e cols, 2008). Pode acometer a pele e mucosas (leishmaniose
tegumentar), ou as visceras (leishmaniose visceral) (Figura 1.5). A leishmaniose tegumentar
pode, ainda, ser dividida em cutanea localizada, mucocutanea, cutanea difusa ou disseminada
(Neuber, 2008).

A leishmaniose cuténea localizada (LCL) é a forma mais prevalente da doenga,
causada principalmente pelas espécies dermotropicas L. braziliensis e L. amazonensis (Goto e
Lindoso, 2010). A ulcera tipica de leishmaniose cutanea é indolor e costuma localizar-se em
areas expostas da pele; possui formato arredondado, base eritematosa, infiltrada e com
consisténcia firme, bordas bem delimitadas e elevadas, fundo avermelhado e com granulagdes
grosseiras. Infecgfes bacterianas secundarias podem estar associadas, produzindo dor e
exsudato seropurulento. Outros tipos de lesbes cutdneas menos frequentes podem ser
encontrados (Ministério da Saude, 2007).

A forma disseminada da leishmaniose cutdnea é relativamente rara, podendo ser
observada em até 2% dos casos. E caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesbes
papulares e de aparéncia acneiforme que acometem duas ou mais areas ndo contiguas do
corpo, principalmente a face e o tronco. A carga parasitaria na forma disseminada é baixa,
quando comparado com a forma difusa. As duas espécies reconhecidas como causadora dessa
sindrome sdo a L. braziliensis e L. amazonensis (Ministério da Saude, 2007; Goto e Lindoso,
2010).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) constitui uma forma clinica grave e também
rara, que ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular a
antigenos de Leishmania. Inicia-se com uma lesdo Unica que evolui de forma lenta com
formacéo de placas e multiplas nodulag6es ndo ulceradas disseminadas pelo corpo. No Brasil,
é causada pela L. amazonensis (Bailey e cols, 2007; Ministério da Saude, 2007).

A forma recidiva cutis caracteriza-se por lesdes papulosas e vesiculares que evoluem

apos cura clinica (cicatrizagcdo espontanea ou medicamentosa da Ulcera), com reativagdo
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localizada geralmente em torno da cicatriz da ferida curada ap6s um periodo variavel de
meses a anos (Ministério da Saude, 2007; Goto e Lindoso, 2010).

A leishmaniose mucocutédnea (LM) é caracterizada por lesdes destrutivas e
desfigurantes nas mucosas da cavidade oral e das vias aéreas superiores. O agente etiologico
causador da LM, em nosso pais é a L. braziliensis, entretanto ja foram citados casos na
literatura atribuidos a L. amazonensis e L. guyanensis. Na maioria dos casos, a LM resulta da
LC de evolugdo cronica e curada sem tratamento ou com tratamento inadequado. Acredita-se
que a lesdo mucosa metastatica ocorra por disseminacdo hematogénica ou linfatica
(Ministério da saude, 2007; Goto e Lindoso, 2010).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar ¢ a forma mais grave da doenca, quase
sempre fatal se nfo tratada (90% dos casos). E causada principalmente pela L. donovani e L.
infantum. A doenca acomete linfonodos, baco, figado e medula &ssea, por isso as
manifestacdes mais comuns sdo febre, emagrecimento, anemia severa, leucopenia e
trombocitopenia, levando a complicagOes, tais como maior susceptibilidade a infeccdes e
tendéncia a sangramentos, além de espleno e hepatomegalia (Ministério da Saude, 2003;
Neuber, 2008).

A leishmaniose dérmica pos calazar (LDPC), causada por L. donovani, € uma
manifestacdo dérmica que ocorre normalmente apos a cura da LV (Srivastava e cols, 2010).
Caracteriza-se por maculas hipopigmentadas ou eritematosas, frequentemente confundidas
com vitiligo ou lepra, em qualquer parte do corpo, que podem se tornar papulares ou

nodulares e infiltrativas, especialmente na face (OMS, 2010).

Figura 1.5: Formas clinicas da leishmaniose: (A) cutanea localizada, (B) cutanea disseminada, (C) cutanea
difusa, (D) recidiva cutis, (E) mucocutanea, (F) visceral e (G) pds-calazar (Ministério da Satde, 2006; OMS,
2009).

6



A associacdo das infec¢fes causadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
pelo protozoario Leishmania spp. caracteriza a coinfeccdo Leishmania-HIV, um problema
emergente, de alta gravidade e presente em 35 paises. Um aumento expressivo do numero de
casos de coinfeccdo tem sido observado devido a sobreposicdo geografica das areas de
transmissdo, como consequéncia da interiorizacao da infeccdo pelo HIV e da urbanizacao das
leishmanioses (Souza-Gomes e cols, 2011).

Na coinfecgdo, a Leishmania induz uma produgdo mais robusta do HIV-1 e o virus,
por sua vez, medeia uma maior replicacdo do parasita. De fato, tem sido demonstrado que a
infeccdo por HIV-1 aumenta o risco de desenvolvimento da LV em 100 a 2300 vezes em
areas endémicas, reduz a probabilidade de uma resposta terapéutica e aumenta a probabilidade
de recidivas. Além disso, estudos clinicos revelaram que a leishmaniose promove um
aumento na carga viral e uma rapida progressdo da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), o que reduz a expectativa de vida em pacientes infectados com o HIV-1. Assim,
ambos os agentes patogénicos exercem um efeito prejudicial sinergistico na resposta imune

celular do individuo coinfectado (Ezra e cols, 2010).

1.1.4 Aspectos epidemioldgicos

As doengas negligenciadas afetam mais de 1 bilh&o de pessoas no mundo e somam em
média 11% da carga global de doencas. Ainda hoje, a leishmaniose é uma das doencas mais
negligenciadas, afetando principalmente os paises mais pobres (Figura 1.6). A doenca esta
presente em cinco continentes e é endémica em 98 paises, com 350 milhGes de pessoas
vivendo em zonas de risco e mais de 12 milhdes de pessoas infectadas (DNDi, 2013).

Estimam-se cerca de 1 milhdo de novos casos por ano para LC e 300 mil para LV.
Mais de 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em apenas seis paises: india, Bangladesh,
Sudao, Sudao do Sul, Brasil e Etidpia. A LC é mais amplamente distribuida, sendo dez paises
representantes de 70 a 75% da incidéncia global estimada da LC: Afeganistdo, Argélia,
Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru (Avar e cols, 2012).
A co-infecgdo Leishmania-HIV tem sido relatada em 35 paises endémicos e atualmente
observa-se um crescente nimero de casos com impacto epidemioldgico significativo (OMS,
2010).
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Figura 1.6: Endemicidade da (A) leishmaniose tegumentar e (B) visceral no mundo (OMS, 2012).

A leishmaniose é de grande interesse médico e econdbmico em diversos paises da
América Latina, estando inclusive inseridas na Iniciativa Medicamentos para Doencas
Negligenciadas (Drugs for Neglected Diseases initiative, DNDi). Em 18 paises das Américas,
foram registrados mais de 638 mil casos de LT entre 2001 e 2011. Brasil, Colémbia e Peru,
juntos, respondem por 75,8% dos casos. No mesmo periodo, foram registrados mais de 38 mil
casos de LV na regido, com letalidade de 8,4%. No Brasil estdo 96,6% dos casos de LV da



América Latina, sendo o maior nimero de casos registrado em criangas menores de 5 anos
(DNDi, 2013).

H& um crescente corpo de dados destacando que o impacto na salide mundial das
leishmanioses € subestimado devido a multiplos fatores como o aumento da prevaléncia da
doenca, casos nao registrados e expansdo em areas de endemicidade (Antinori e cols, 2012).
A doenca estéd associada a desnutricdo, ao deslocamento populacional, as condi¢des precarias
de habitacdo, a falta de recursos, a um sistema imunoldgico fraco, a modificagdes ambientais
(como desmatamento, construcdo de barragens, sistemas de irrigacdo e urbanizacdo) e a
mudancgas climaticas (OMS, 2014).

Uma modelagem geoestatistica bayesiana da incidéncia da leishmaniose cutinea e
visceral no Brasil, no periodo de 10 anos (2001-2010), sugerem a grande influéncia de
preditores ambientais e sécioecondmicos em nosso pais. Para os dois tipos de leishmaniose,
as precipitacbes e os indicadores socioeconémicos foram identificados como importantes

fatores de risco (Karagiannis-Voules e cols, 2013) (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Taxas brutas de incidéncia da leishmaniose no Brasil. Taxas brutas de incidéncia (por 10.000
pessoas) em média durante um periodo de 10 anos (2001-2010) para a leishmaniose cutanea (esquerda) e para a
leishmaniose visceral (direita). Municipios coloridas em azul, foram excluidos da anélise por falta de dados.
(Adaptado de Karagiannis-Voules e cols, 2013).

1.2. Tratamento

O tratamento atualmente proposto para as leishmanioses esta associado a diversos
problemas como longa duracdo, baixa eficacia, elevada toxicidade, dificuldades de
administracdo, altos custos e crescente resisténcia clinica ao tratamento em varias partes do
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mundo (Singh e cols, 2012; Goto, 2009; Croft, 2003). Por este motivo, torna-se indispensavel
a busca por novas drogas leishmanicidas e a identificacdo de novos alvos potenciais para o
desenvolvimento de agentes mais eficazes contra o parasito.

A sintese e investigacdo de novas moléculas (e derivados e analogos), a triagem de
compostos a partir de fontes naturais herbais com promissora atividade leishmanicida, o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de droga para aumentar a eficacia e reduzir a
toxicidade, e os protocolos de terapias combinadas sdo algumas das principais estratégias para
o0 desenvolvimento de novas terapias contra a doenca (Jain, 2013).

Infelizmente, ndo ha vacinas seguras e eficazes disponiveis para os seres humanos. A
Unica vacina de sucesso € ativa somente na transmissdo da leishmaniose canina (Kobets e
cols, 2012). A quimioterapia permanece como a Unica op¢do para o controle da infecgéo,
embora nenhum farmaco atualmente utilizado seja totalmente efetivo (Cavalli e cols, 2009). O
tratamento de primeira escolha inclui o antimonial pentavalente e, a depender da indicacdo, o
isotionato de pentamidina, a anfotericina B desoxicolato e a anfotericina B lipossomal
(Ministério da Saude, 2011).

No Brasil, os medicamentos utilizados para o tratamento da LV sdo o antimoniato
pentavalente e a anfotericina B. A escolha deverd considerar a faixa etaria, presenca de

gravidez e comorbidades (Ministério da Satde, 2011).
1.2.1 Antimoniais pentavalentes

O tratamento da leishmaniose, baseado no uso de antimoniais trivalentes, foi
introduzido em 1912, pelo médico brasileiro Gaspar Vianna (Vianna, 1912). Desde a década
de 1940, o tratamento de primeira escolha contra a infeccdo baseia-se no uso de antimoniais
em sua forma pentavalente, mais refinada e com efeitos colaterais menos severos que 0s
antimoniais trivalentes (Goodwin, 1995; Singh e cols, 2004). Os antimoniais pentavalentes
(Sb*™) sdo disponibilizados comercialmente em duas formulacdes, o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) e o estibogliconato de sddio (Pentostam®, ndo comercializado no
Brasil), cujo modo de administragdo é por via intramuscular ou endovenosa (Masmoudi e
cols, 2013).

Foi proposto que o Sb* se comporta como uma pré-droga, sendo reduzido por tiis a
Sh*? (antiménio trivalente, forma ativa e téxica) no organismo hospedeiro. A glutationa
(principal tiol no citosol de células de mamiferos), as cisteina e cisteina-glicina (tiois
predominantes dentro dos lisossomos) e a tripanotiona (tiol predominante no parasito) seriam

fortes candidatos a redutores de Sb** a Sh*® (Frézard e cols, 2009).
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Seu mecanismo de acdo ndo estd totalmente elucidado, mas ha indicativos que
interfiram na bioenergética das formas amastigotas, inibindo enzimas glicoliticas e da
oxidacdo de &cidos graxos, resultando na diminuicdo na produgdo de ATP e GTP. Além disso,
0s antimoniais parecem comprometer o potencial redox da célula através do efluxo de tiois
intracelulares e da inibicao da tripanotiona redutase, uma enzima antioxidante do parasito. Foi
mostrado também que inibem a topoisomerase | e que causam fragmentacdo de DNA
(Ministério da Saude, 2007; Frézard e cols, 2009; Goto e Lindoso, 2010; Van Assche e cols,
2011; Kobets e cols, 2012).

Os casos de resisténcia clinica aos antimoniais tém aumentado progressivamente em
vérias partes do mundo, principalmente na india. O longo curso de tratamento e a retencdo do
antimoénio nos tecidos provocam um actmulo de droga no baco e figado, causando diversos
efeitos colaterais tdxicos que levam ao abandono do tratamento. Os efeitos adversos incluem
artralgia, mialgia, anorexia, nauses, vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, dor abdominal,
pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, insénia, nervosismo, choque pirogénico
e edema, pancreatite, hepato, nefro e cardiotoxicidade. Os antimoniais pentavalentes nédo
devem ser administrados em gestantes, idosos, coinfectados com HIV, portadores de
cardiopatias, nefropatias ou hepatopatias e doenca de Chagas (Ministério da Saude, 2007;
Masmoudi, 2013).

1.2.2 Anfotericina B

A anfotericina B é um antibiético (e antifingico) poliénico, utilizado no tratamento da
LV, LC e LM, sendo o medicamento de primeira escolha para a LV na India, onde ha
resisténcia ao antimonial (Croft e Olliaro, 2011). Duas apresentacdes de anfotericina B séo
disponibilizadas pelo Ministério da Saude: o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B
lipossomal. Devido a toxicidade do desoxicolato de anfotericina B, foi ampliada a indicacdo
da anfotericina B lipossomal como tratamento de primeira escolha para pacientes
diagnosticados com leishmaniose visceral e que atendam pelo menos a um dos seguintes
critérios: idade menor que 1 ano ou maior que 50 anos; insuficiéncia renal, hepatica ou
cardiaca; transplantados cardiacos, renais ou hepaticos; hipersensibilidade ou falha terapéutica
ao antimoniato de N-metil glucamina; infeccdo pelo HIV; comorbidades que comprometam a
imunidade; e gestantes (Ministério da Saude, 2013).
A atividade leishmanicida da anfotericina B é atribuida a sua afinidade pelo ergosterol,
um esterol constitutivo da membrana plasmatica da Leishmania. A droga induz a formacao de

poros aquosos na membrana do parasito, levando-os a morte (Kobets e cols, 2012). No
11



entanto, esse composto também se liga em menores proporcdes ao colesterol presente nas
membranas celulares de mamiferos, induzindo efeitos adversos sobre os pacientes, como:
anafilaxia, trombocitopenia, dores generalizadas, calafrios, febre, flebite, anemia, convulsdes,
anorexia e nefrotoxicidade (Carvalho e cols, 2000). Outras desvantagens da anfotericina B sdo
a baixa solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade, a necessidade de administracdo por
infusdo lenta (o que requer hospitalizacdo) e as reagdes a infusdo (Kobets e cols, 2012).

Novas formulagdes lipidicas desse farmaco possibilitaram uma diminuigo dos efeitos
toxicos e maior eficacia. Estas formulagBes incluem a anfotericina B lipossomal (L-AmB:
Ambisome®), dispersdo coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de
anfotericina B (ABL: Abelcet®). Entretanto, apresentam alto custo, dificultando sua
utilizacdo em paises pobres (Mishra e cols, 2009; Singh e cols, 2009; Maltezou, 2010).

1.2.3 Pentamidina

A pentamidina ¢ uma diamidina aromatica administrada por via parenteral, utilizada
como segunda escolha no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral resistentes aos
antimoniais (Piscopo e Mallia, 2006) e no tratamento da leishmaniose tegumentar e visceral
em algumas regides do Novo Mundo (Goto e Lindoso, 2010), podendo também ser utilizada
como o medicamento de primeira escolha (David e Craft, 2009). E comercializada em duas
formulacdes: Isotionato (di-p-hidroxietano sulfonato) e Mesilato (di-B-hidroximetilssulfonato)
(Ministério da Saude, 2007).

A pentamidina desencadeia a morte do parasito por interferir na sintese do seu DNA,
induzindo modificacdes na morfologia do cinetoplasto e fragmentacdo da membrana
mitocondrial (Goto e Lindoso, 2010; Kobets e cols, 2012). O uso deste farmaco tem sido
limitado devido a sua toxicidade levando a sintomas como dores locais, dores de cabeca,
hipotensdo, sincope, hipoglicemia ou hiperglicemia, nausea, vOmitos, diarreia e
cardiotoxicidade (Goto e Lindoso, 2010; David e Craft, 2009; Ministério da Saude, 2007).

1.2.4 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) foi inicialmente desenvolvida como droga anti-
tumoral, sendo a primeira droga no tratamento da leishmaniose por via oral a entrar no
mercado. Seu mecanismo de acao parece incluir alteracGe significativas no metabolismo e na
membrana plasmatica (composicdo, permeabilidade e fluidez) do parasito, inibicdo da

citocromo c oxidase (0 que resulta na diminuicéo significativa dos niveis de ATP intracelular,
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reducdo da taxa de consumo de oxigénio e despolarizacdo mitocondrial), e inducédo a apoptose
(Paris e cols, 2004; Kobets e cols, 2012). Além disso, parece induzir um aumento na
quantidade de receptores de IFN-y, elevando consequentemente a resposta de macrofagos
infectados para o controle da infeccdo (Maltezou, 2010).

Os problemas relacionados a utilizacdo da miltefosina incluem efeitos colaterais
diversos, como disturbios gastrointestinais, toxicidade hematoldgica e renal, seu potencial
teratogénico o que a leva ser contra indicada as gestantes, e a ocorréncia de resisténcia.
Ressalta-se ainda, o alto custo deste composto como um fator que limita sua utilizacéo
(Mishra e cols, 2009; Singh e cols, 2009; Masmoudi e cols, 2013).

1.2.5 Paramomicina

A paramomicina € um aminoglicosideo antibiético com atividade antileishmania in
vitro e in vivo. Ela tem sido utilizada por aplicacdo tdpica e parenteral no tratamento da LT no
Novo e Velho Mundo (Goto e Lindoso, 2010). Os efeitos adversos encontrados nos pacientes
tratados com essas formulacdes foram erupcBes cutdneas e prurido local (Sundar e
Chakravarty, 2008).

Seu mecanismo de acdo exato ndo é claro, mas o composto parece induzir uma queda na
atividade de desidrogenases mitocondriais e a perda do potencial de membrana mitocondrial
do parasito, inibir a sintese de proteinas e RNA, e aumentar a quantidade de lipidios polares

membranosos, levando a diminuicdo da fluidez da membrana (Kobets e cols, 2012).

1.2.6 Tratamentos alternativos

Varios outros farmacos tém sido utilizados como medicamentos alternativos para o
tratamento das leishmanioses. Os azdéis, por exemplo, inicialmente desenvolvidos para o
tratamento de infeccbes flngicas, tém sido usados para o tratamento da LC. Alguns estudos
demonstraram eficacia do fluconazol, cetoconazol e itraconazol, com taxas de cura que
variaram entre 55% e 79% no Velho Mundo. Essas drogas inibem a biossintese do ergosterol,
promovendo a permeabilizacdo da membrana da Leishmania (Goto e Lindoso, 2010).

A azitromicina, um antibidtico de amplo espectro utilizado para o tratamento de varias
infeccOes bacterianas, mostrou efeito contra L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi in
vitro, no entanto seu mecanismo de acdo ainda ndo esta claro e mostrou somente 45,5% de

taxa de cura durante o tratamento da LC causada por L. braziliensis (Kobets e cols, 2012).
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O alopurinol, um inibidor da xantina oxidase, utilizado em associacdo com o0s
antimoniais, também apresentou resultados bastante divergentes. A droga sozinha ndo foi
eficaz, mas em associagdo com uma dose baixa de antimonio, mostrou resultados semelhantes
aos obtidos com doses completas de antimoénio (Goto e Lindoso, 2010). A Leishmania
metabolizaria o alopurinol para um anadlogo de nucleotideos de adenosina, o qual é
incorporado no RNA. A sintese de proteinas seria entdo interrompida, resultando no efeito
leishmaniostatico do alopurinol (Kobets e cols, 2012).

Os antibidticos dapsona e rifampicina também tém sido usados para tratar leishmaniose.
A dapsona mostrou-se efetiva no tratamento oral da LC no Velho Mundo, com uma taxa de
cura de 82%, mas uma resposta muito fraca foi observada no Novo Mundo. A rifampicina
isoladamente ou em combinacdo com outras drogas apresentou resultados divergentes, com
taxas de cura entre 70-80% (Goto e Lindoso, 2010; Kobets e cols, 2012).

A sitamaquina, um analogo da 8-aminoquinolina administrado por via oral, foi testada
para o tratamento da LV. O farmaco acumula-se no citosol da Leishmania através da interacéo
com moléculas de fosfolipidos presentes na membrana bioldgica do parasito e seu mecanismo
de acdo parece envolver a inibicdo dose-dependente do complexo Il (succinato desidrogenase)
da cadeia respiratdria, a promogdo de estresse oxidativo e apoptose na Leishmania. Os testes
clinicos mostraram taxas de cura bastante variaveis e efeitos nefrotoxicos (Kobets e cols,
2012; Jain, 2013).

A terapia combinada de medicamentos leishmanicidas existentes tem sido uma
estratégia atraente. As principais vantagens sdo melhor eficacia no tratamento, reducdo do
tempo de tratamento ou da dose total das drogas, menos efeitos tdxicos, maior adesdo,
reducdo de custos e baixo desenvolvimento de resisténcia. (Jain, 2013; Monge-Maillo e
Lopez-Vélez, 2013). Por outro lado, inovac6es nos sistemas de liberacdo de farmacos também
tém surgido para melhorar a adesdo e eficacia terapéutica. Novas formulacBes (em
lipossomas, nanoparticulas, nanotubos ou microesferas, por exemplo) podem trazer diversas
vantagens, como: concentrar a droga nos tecidos afetados ou nas células-alvo, evitando
toxicidade; proteger o farmaco contra a degradacdo em fluidos bioldgicos; permitir a
administracdo por novas vias; resolver problemas de baixa solubilidade em &gua; e poder ser
projetado para transportar mais de uma droga de uma vez, viabilizando ainda mais a terapia
combinada (Pham e cols, 2013; Jain, 2013). Nanoparticulas de ouro conjugadas ao composto
bioativo quercetina, por exemplo, resultaram numa captura rapida (em uma hora) e completa
por macrofagos e exibiram atividade leishmanicida contra cepas de L. donovani resistentes a

estibogluconato de sodio e paramomicina (Jain, 2013).
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Algumas modalidades de tratamento fisico, como a terapia fotodinamica, a
termoterapia e a crioterapia, tém sido utilizadas para tratar LC (Monge-Maillo e Lopez-Vélez,
2013). O efeito da terapia fotodindmica ocorre quando moléculas de um fotossensibilizador
localizado no tecido alvo absorvem luz do comprimento de onda especifico e transferem
energia para aceptores biologicos, gerando um excesso de espécies reativas de oxigénio que
induzem vias de morte nas células (Bastos e cols, 2012). A termoterapia baseia-se na
aplicacdo local de calor, usando circulacdo de agua quente, almofadas de aquecimento, calor
infravermelho e luz ultravioleta. A crioterapia usando CO, ou N; liquido também tem sido
usada em lesdes pequenas e ndo-ulceradas, no entanto a eficidcia desta permanece
questionavel (Goto e Lindoso, 2010; Kobets e cols, 2012; Monge-Maillo e Lopez-Vélez,
2013; Masmoudi, 2013).

1.3 Produtos naturais com atividade leishmanicida

O reino vegetal é sem ddvida uma fonte valiosa de novos agentes medicinais. Varias
substancias, hoje utilizadas em terapias, sdo originadas de plantas, fundamentais para a
triagem de metabolitos secundarios bioativos que produzem compostos farmaceuticamente
Uteis. Estas substancias podem ser fonte de conhecimento para a sintese de derivados com
melhor perfil terapéutico (Polonio e Efferth, 2008; Ndjonka e cols, 2013).

A pesquisa de novos medicamentos, a partir de fontes naturais, € amplamente utilizada
como abordagem bem sucedida para a deteccdo de compostos ativos para o tratamento de
doencas parasitarias negligenciadas (Fournet e Mufioz, 2002; Kaiser e cols, 2003; Rocha e
cols, 2005; Polonio e Efferth, 2008; Schmidt e cols, 2012; Ndjonka e cols, 2013). Compostos
puros obtidos de plantas, como certos alcaloides, terpenos, chalconas, quinolonas, saponinas,
glicosideos iriddides, flavonoides e lignanas, exibiram atividade antileishmania (Rocha e cols,
2005; Gil e cols, 2008; Brito e cols, 2013). Uma série de representantes da classe dos
flavonoides, como a quercetina, luteolina, epigalocatequina-3-galato e outros, apresentaram
atividade contra Toxoplasma, Plasmodium, Trypanosoma e Leishmania sp (Sepulveda-Boza
& Cassels, 1996; Muzitano e cols 2006; Tasdemir e cols, 2006; Guida e cols, 2007; Lehane e
Saliba, 2008; Fonseca-Silva e cols, 2011; 2013; Inacio e cols, 2012; 2013).

1.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo um grupo grande e complexo de polifenois, consistindo em um

nacleo flavan, com dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de carbono (Figura 1.8)
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(Hoensech e QOertel, 2012). Sdo metabdlitos secundarios presentes em frutas, vegetais, vinho,
chas e café e podem ser classificados em: flavonas, flavononas, flavandis (ou catequinas),
flavonois, antocianidinas, isoflavonoides e neoflavonoides, dentre outros (Lehane e Saliba,
2008; Czaplinska ¢ cols, 2012).

Figura 1.8: Estrutura bésica do flavonoide (Sugihara e cols, 1999)

Nas plantas, os flavonoides desempenham papeis importantes nas raizes, no transporte
de auxina, no desenvolvimento da parte aérea, na polinizacdo, na modulacdo de espécies
reativas de oxigénio, no crescimento e protecdo contra patégenos. Além disso, os flavonoides
estdo atraindo o interesse médico por suas atividades antiparasitarias, antibacterianas,

antifangicas, antivirais, antiinflamatdrias e antineoplasicas (Weston e Mathesius, 2013).

1.3.2 Apigenina

A apigenina, quimicamente denominada 4',5,7-trihidroxiflavona (Figura 1.9), é um
membro da subclasse flavona dos flavonoides e estd abundantemente presente em frutas,
ervas e legumes comuns, como laranja, camomila, salsa, tomilho, aipo, cebola e piment&o.
Acredita-se que este composto tenha vérias atividades bioldgicas, incluindo efeitos
antiinflamatérios, antineoplésicos, antivirais, purgativos e propriedades removedoras de
radicais livres. Esta flavona apresenta baixa toxicidade intrinseca e é declaradamente néo-
mutagénica (Shukla e Gupta, 2010; Zhu e cols, 2013).

OH

HO O

OH O

Figura 1.9: Estrutura quimica da apigenina (Disponivel em: http://pt.wikipedia.org/wiki/Apigenina)
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Estudos com linhagens de células cancerosas tém mostrado que a apigenina inibe o
crescimento através da indugdo de apoptose e bloqueio do ciclo celular (Choi e Kim, 2009;
Shukla e Gupta, 2010; Zhu e cols, 2013). Além da atividade contra células cancerosas, a
apigenina mostrou inibir a replicacdo in vitro de Encephalitozoon intestinalis,
Cryptosporidium parvum, L. donovani, T. brucei rhodesiense e Trypanosoma cruzi (Mead e
McNair, 2006; Tasdemir e cols, 2006).

Vaérios estudos tém demonstrado que este flavonoide exerce uma vasta gama de efeitos
na sinalizacdo molecular, como a inibicdo da atividade da proteina cinase C (PKC), de
proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPKS), de tirosina-cinases e da caseina cinase-2
(CK2). Em células malignas, a apigenina demonstrou induzir parada reversivel das fases
G2/M e GO/G1 por inibir a atividade de p34 (cdc2) acompanhada do aumento da estabilidade
da proteina p53. Outros alvos da apigenina incluem proteinas de choque térmico, telomerase,

acido graxo sintase e metaloproteinases (Shukla e Gupta, 2010).

1.4 Mitocdndria e producao de espécies reativas de oxigénio em tripanosomatideos

A mitocdndria € uma organela de dupla membrana responsavel pela producdo de
energia e envolvida no crescimento, diferenciacdo, homeostase do célcio, equilibrio redox,
resposta a estresses e morte. A organizacdo compartimentalizada da mitocéndria fornece um
microambiente 6timo para muitos processos biossintéticos e catabolicos (Menna-Barreto e De
Castro, 2014). Cada mitocondria é limitada por duas membranas altamente especializadas
com funcges vitais para a atividade da organela, delimitando o espaco intermembranar e a
matriz. A parte mais funcional da mitocondria é a matriz, onde ocorre a quebra do piruvato, a
B-oxidacdo de acidos graxos e o ciclo do &cido citrico, e a membrana interna, cujas cristas

situam a cadeia transportadora de elétrons (Alberts e cols, 2010).

A diferenca morfoldgica mais notavel entre as mitocondrias de eucariotos superiores e
de tripanosomatideos € o numero e o volume relativo destas organelas. Milhares de
mitocondrias podem ser detectadas em células de mamiferos, o que representa cerca 20% do
volume total celular, enquanto apenas uma unica e ramificada organela é observada nos
parasitos da ordem Kinetoplastida. Outra caracteristica peculiar é a organizacdo do DNA no
cinetoplasto. Nestes protozoarios, 0 genoma mitocondrial € composto de uma rede complexa
de anéis de DNA entrelagados subdivididos em duas classes: maxicirculos e minicirculos,
representando aproximadamente 30% do genoma celular total (Menna-Barreto e De Castro,
2014).
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A manutencdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m) é fundamental para o
metabolismo energético e para a propria sobrevivéncia do parasito (Fidalgo e Gille, 2011),
proliferacdo celular em T. cruzi, L. donovani e L. amazonensis (Menna-Barreto e cols, 2009;
Mukherjee e cols, 2009; Mehta e Shaha, 2006; Rodrigues e cols, 2007; Fonseca-Silva e cols,
2011; Inécio e cols, 2012).

Alteragdes na cadeia transportadora de elétrons podem resultar em libertacéo excessiva
de espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo o desvio de elétrons a partir de complexos
mitocondriais sua principal fonte enddgena. ERO sédo moléculas formadas ap6s uma reducao
incompleta de oxigénio e, dentre as principais, destacam-se: anion superdxido (O,"); peréxido
de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (HO"). Os radicais livres sdo espécies que apresentam
elétrons desemparelhados, que os tornam altamente instaveis e reativas. Em niveis normais,
essas ERO desempenham importantes papeis bioldgicos, entretanto o seu excesso pode gerar
uma variedade de patologias que podem levar a morte (Fidalgo e Gille, 2011; Brieger e cols,
2012).

Em resposta a alteracdes no ambiente intracelular por diferentes sinais de estresse, tais
como uma perda de fatores de crescimento, hipoxia, estresse oxidativo e dano de DNA, as
mitocdndrias tornam-se produtoras de ERO em excesso e libertam proteinas pré-morte,
resultando na interrupgdo da sintese de ATP na ativagdo de vias de morte celular. Durante o
estresse, tanto a via autofagica quanto a apoptotica sdo ativadas, e a mitofagia € uma resposta
inicial que promove a sobrevivéncia pela remocdo de mitocondrias danificadas (Menna-
Barreto e De Castro, 2014).

Em parasitos do género Leishmania, a liberacdo de ERO possui uma capacidade
poderosa de gerar danos celulares, diretamente nas proteinas, DNA e lipidios de membrana,
além de estarem diretamente envolvidas no processo de morte celular programada (Fidalgo e
Gille, 2011). Foi demonstrado que a apoptose em T. brucei estd associada com um aumento
intracelular de ERO e o pré-tratamento com glutationa reduzida (GSH) ou N-acetil-L-cisteina
(NAC), inibiram a apoptose. A manutencdo de um equilibrio redox intracelular parece ter um
papel crucial na indugdo da apoptose em tripanosomatideos e sugerem o envolvimento de

ERO como mediadores da sinalizacdo de inducédo de apoptose (Figarella e cols, 2006).

1.5 Morte celular em organismos unicelulares

A morte celular pode ser classificada de acordo com diferentes critérios: aparéncia

morfologica (que pode ser por apoptdtica, necrotica ou autofagica), enzimaticos (com e
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sem o envolvimento de nucleases ou de classes distintas de proteases), aspectos funcionais
(programada ou acidental, fisiolégica ou patoldgica) ou caracteristicas imunoldgicas
(imunogénica ou ndo imunogénica) (Kroemer e cols, 2009). O Comité de Nomenclatura em
Morte Celular reconhece modalidades distintas de morte celular: autofagia, apoptose
intrinseca, apoptose extrinseca, cornificacdo, entose, catastrofe mitdtica, necrose, necroptose
(necrose regulada), netose, piroptose, entre outras (Galluzzi e cols, 2012). A tabela 1.1 abaixo
mostra as principais modalidades de morte celular e suas caracteristicas morfoldgicas e

bioquimicas.

Tabela 1.1 — Principais modalidades de morte celular e suas caracteristicas

Tipo de morte celular Caracteristicas morfolégicas e bioquimicas

Apoptose Arredondando da célula

Retracdo de pseudopodes

Reducéo de volume celular e nuclear (picnose)
Fragmentacéo nuclear (cariorrexe)

Blebbing membrana plasmaética

Externalizacdo da fosfatidilserina

Formag&o de corpos apoptoticos

Clivagem proteolitica de substratos intracelulares por caspases
Perda do AYm

Declinio do nivel de ATP celular

Liberag8o do citocromo C e da endonuclease G
Aumento dos niveis citosélicos de célcio
Producéo de ERO

Englobamento pelos fagécitos residentes (in vivo)
Auséncia de processo inflamatério

Autofagia Perda de condensacdo da cromatina

Vacuolizagdo macica do citoplasma

Actmulo de autofagossomos (de dupla membrana)

Lipidagdo da MAP1LC3

Degradacdo de SQSTM1

Pouca ou nenhuma absorcao pelas células fagociticas (in vivo)

Necrose Inchago citoplasmatico (oncose)
Ruptura da membrana plasmatica
Inchago das organelas citoplasmaticas
Condensacdo moderada da cromatina
Presenca de processo inflamatdrio

A apoptose € um fendtipo de morte celular programada crucial em muitos processos
biolégicos, como na embriogénese, na homeostase tecidual e no controle de doencas em
metazoarios. Ocorre tanto em condi¢des normais quanto em tecidos patologicamente
alterados, como um mecanismo de equilibrio da renovacdo celular na proliferacédo e
regeneracdo de tecidos, ou de remocdo de células infectadas ou danificadas do organismo.
Varia¢Ges do mecanismo classico de apoptose sdo encontradas em uma ampla variedade de
organismos e as principais proteinas regulatorias deste processo apresentam tipos homologos

entre as espécies. Assim como qualquer outro processo celular altamente regulado, a apoptose
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¢ caracterizada por marcadores morfologicos especificos e por cascatas bioquimicas
(Martinez e cols, 2010). E iniciada pela transducio de sinais de estresse originados de fontes
extracelulares (via extrinseca, envolvendo a interacdo de ligantes e seus receptores de morte -
FasL/FasR e o TNF-o/TNFR1) ou intracelulares (via intrinseca, envolvendo alteracfes
mitocondriais) (Proto e cols, 2013).

A ocorréncia de morte celular programada com caracteristicas apoptoticas ja foi
descrita em varios organismos unicelulares, tais como Saccharomyces cerevisiae, Entamoeba
histolytica, Giardia lamblia, Dictyostelium discoideum, Dunaliella tertiolecta,
Chlamydomonas reinhardtii, Plasmodium berghei, P. falciparum, Peridinium gatunense,
Amphidinium carterae, Tetrahymena thermophila, Blastocystis hominis, Leishmania
amazonensis, L. donovani, L. major, L. mexicana, L. infantum, T. cruzi, T. brucei,
Toxoplasma gondii, Trichomonas vaginalis e Trichomonas foetus (Deponte, 2008;
Gannavaram e Debrabant, 2012). Em tripanosomatideos, a morte celular programada foi
relatada em resposta a uma grande variedade de estimulos, tais como o choque térmico, ERO,
drogas antiparasitarias, prostaglandinas e os peptideos antimicrobianos (Gannavaram e
Debrabant, 2012). Diversos estudos in vitro tém demonstrado a ocorréncia de apoptose-like
em Leishmania em resposta a diferentes compostos antileishmaniais (Shaha, 2006).

A autofagia € um mecanismo catabolico intracelular de degradacéo e reciclagem de
componentes do citosol para a manutencdo da homeostase celular em condi¢fes adversas
como privacao de nutrientes, presenca de patdgenos e toxinas. Tem sido relacionada a muitos
processos fisioldgicos, como crescimento celular, desenvolvimento e diferenciacdo. Contudo,
apesar dos papeis pré-sobrevivéncia, em certas circunstancias, pode também representar um
subtipo especifico de morte celular regulada - a morte celular autofagica, caracterizada pela
formacdo de uma organela de dupla membrana, o autofagossomo, em torno da carga destinada
a degradacdo lisossomal. Proteinas envolvidas na macroautofagia (autofagia ndo-seletiva)
foram designados proteinas Atg. Por outro lado, a microautofagia caracteriza-se pela absorcédo
de uma parte do citoplasma por invaginacéo direto da membrana vacuolar e ndo envolve Atgs.
Outras vias autofagicas sdo a via Cvt (citoplasma para vacuolo alvo) e as vias seletivas de
degradacéo de organelas em excesso ou danificadas, como pexofagia, mitofagia, reticulofagia,
ribofagia e microautofagia de nacleo (Kiel, 2010; Brennand e cols, 2012; Proto e cols, 2013).

Embora a autofagia em eucariotos unicelulares tenha sido principalmente estudada em
Saccharomyces cerevisiae, este processo tem sido observado em muitas outras espécies, como
tricomonideos, tripanosomatideos e amebas (Kiel, 2010). O banco gendmico de
tripanosomatideos e a gama de ATGs identificados em leveduras tém sido utilizados para

prever uma via autofagica conservada em parasitos. Para 0 marcador Atg8, mais de um gene
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foi identificado para cada um dos tripanosomatideos: trés para T. brucei, dois para T. cruzi e,
surpreendentemente, quatro familias que compreendem juntos 25 genes para L. major.
(Ridgen e cols, 2005; Herman e cols, 2006; Duszenko e cols, 2011; Brennand e cols, 2012)

O termo necrose foi inicialmente utilizado para designar um tipo de morte celular
acidental, que ocorre de forma ndo programada, sem os intrincados mecanismos regulatorios
caracteristicos de apoptose e autofagia. Embora tenha sido inicialmente considerada como um
tipo de morte celular ndo programada, estudos recentes sugerem que a necrose também pode
ser regulada por um conjunto de sinais de transducdo (como receptores de morte ou receptores
Toll-like, por exemplo) ou mecanismos catabdlicos (Kroemer e cols, 2009).

Proto e cols (2013) sugerem, diante da dificuldade em reconhecer a presenca de
marcadores morfoldgicos especificos, que a morte celular em protozoarios parasitos pode ser
classificada em apenas dois tipos primarios: necrose e morte incidental (Figura 1.10). A morte
incidental seria o melhor termo para relacionar os protozoarios parasitos, pois evita quaisquer
conotacdes antropomorficas e fornece clara distingdo do termo necrose acidental. Embora seja
clara a morte de parasitos em condi¢Oes de estresse extremo, 0S processos que a regulam

ainda sdo desconhecidos (Proto e cols, 2013).
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Figura 1.10: As principais modalidades de morte celular em eucariotos. (Adaptado de Proto e cols, 2013)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Estudar o efeito in vitro e in vivo da apigenina sobre Leishmania amazonensis,

identificando eventos bioquimicos envolvidos na morte deste parasito.

2.2 Objetivos especificos:

e Elucidar o efeito direto da apigenina nas diferentes formas de L. amazonensis;

e Mensurar a formacdo de ERO em promastigotas e macréfagos infectados com L.
amazonensis ap6s o tratamento com apigenina, e avaliar o efeito de antioxidantes diante
deste tratamento;

e Auvaliar o A¥m, o ciclo celular, o potencial proliferativo, a permeabilidade da membrana
plasmaética, a ocorréncia de fragmentacdo de DNA e a ultraestrutura de promastigotas
tratados com apigenina;

e Investigar a citotoxicidade da apigenina em macréfagos peritoneais murinos e analisar a
ultraestrutura dos macrdfagos infectados e tratados com o composto;

e Auvaliar o efeito in vivo da apigenina em camundongos BALB/c infectados com L.

amazonensis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

A apigenina (>97% de pureza por HPLC) foi obtida comercialmente da Sigma Aldrich
(St Louis, EUA), preparada em dimetilsulféxido (DMSO) e diluida em meio de cultura para
uma concentracdo final de 0,2% (v/v). O H,DCFDA (diacetato de diclorodiidrofluoresceina),
0o Amplex Red (10-acetil-3,7-diidroxifenoxazina), o AlamarBlue® e o CFSE
(carboxifluoresceina N-succinimidil éster) foram obtidos pela Invitrogen Molecular Probes
(Eugene, EUA). O FCCP (carbonil cianeto 4-trifluorometoxi fenil hidrazona), o JC-1 (iodeto
de 5,5%,6,6’-tetraclorol1,1°,3,3’-tetraetilbenzimidazolocarbocianina), o Pl (iodeto de propideo),
a NAC (N-acetil-cisteina), a GSH (glutationa reduzida), a GSSG (glutationa oxidada) e o
paclitaxel também foram obtidos a Sigma Aldrich. Todos os outros reagentes foram
adquiridos da Merck (SP, Brasil). A agua destilada deionizada foi obtida pelo sistema Milli-Q
(Millipore Corp) e utilizada na preparacdo das solugdes. O antimoniato de meglumina
(Glucantime, Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brasil), utilizado como farmaco de referéncia no
experimento in vivo, foi gentilmente cedido pela Farmécia do Instituto de Pesquisas Evandro
Chagas (IPEC/FIOCRUZ).

3.2 Parasitos e animais

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB0016)
foram mantidas a 26°C em meio Schneider suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB),
100pg/mL estreptomicina, e 100U/mL penicilina (Sigma-Aldrich). Para manutencdo dos
parasitos foram feitos repiques a cada trés dias. Os parasitos foram obtidos de lesdo de
camundongos BALB/c, e mantidos in vitro como promastigotas até, no maximo, a décima
passagem. Para a realizacdo dos ensaios in vitro e in vivo, foram utilizados camundongos
Suico webster e BALB/c, respectivamente, fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de
Laboratorio da FIOCRUZ (CECAL/FIOCRUZ-RJ). Todos os protocolos usados neste
trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica da Fundagio Oswaldo Cruz (LW-07/10).

3.3 Ensaios in vitro

3.3.1 Verificagéo da atividade leishmanicida da apigenina
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O efeito in vitro da apigenina em promastigotas de L. amazonensis foi avaliado pela
incubacdo de 5x10° parasitos/mL na auséncia (0,2% DMSO v/v) ou na presenca de
concentracdes crescentes do composto (3-96 uM) por 24 h, a 26°C. Inicialmente, foram
preparadas concentragdes-estoque (1,5-48 mM), das quais foi retirado o mesmo volume do
composto diluido em 100% DMSO (2 pL), para um volume final de 1 mL. O nimero de
células viaveis foi estimado a partir da contagem direta em cdmara de Neubauer. O célculo do
ICso foi estimado por andlise de regressdo logaritmica no programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA), conforme adaptado de Fonseca-Silva e cols (2011).

Para avaliar a atividade da apigenina sobre amastigotas intracelulares de L.
amazonensis, camundongos foram submetidos & lavagem da cavidade peritoneal com meio
RPMI-1640 gelado (Sigma Aldrich) suplementado com 10% SFB, 100U/mL penicilina e
100pg/mL estreptomicina. Posteriormente, 400pL de 2x10° células/mL foram plagueados em
laminas LAB-TEK (Nunc, Nova lorque, EUA) e incubadas por 1 h a 37°C / 5% CO, para a
adesdo. Em seguida, as laminas foram lavadas com meio RPMI a 37°C para a remocao das
celulas ndo aderentes; e as aderidas foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis na
proporcéo de 3:1 (3 promastigotas para 1 macrofago), e incubadas por 3 h a 37°C / 5% CO..
Apbs a infeccdo, as laminas foram lavadas com meio RPMI a 37°C para a retirada dos
parasitos livres e, em seguida, tratadas por 72 h com 0-12uM de apigenina, a 37°C / 5% CO..
Passado o periodo de tratamento, as laminas foram submetidas a coloracdo pelo kit de
corantes hematoldgicos Instant Prov (Newprov, Curitiba, Brasil) e a atividade antiamastigota
foi avaliada microscopicamente pela contagem minima de 200 macréfagos por amostra. O
resultado foi expresso pelo calculo do indice de infeccdo (IF), obtido pela multiplicacdo da
porcentagem de macréfagos infectados pelo nimero de amastigotas por macréfagos totais. O
calculo do ICsq foi estimado por analise de regressdo logaritmica no programa GraphPad

Prism 5.0. A metodologia deste ensaio foi descrita por Cunha-Janior e colaboradores (2011).
3.3.2 Avaliacgéo da producéo de ERO

A producdo de ERO em L. amazonensis foi mensurada através do indicador celular
permeavel H,DCFDA (Invitrogen, Eugene, EUA). ApoOs a incubacdo na auséncia (0,2%
DMSO v/v) ou na presenca de concentragdes crescentes de apigenina (3-96uM),
promastigotas de L. amazonensis foram centrifugadas, ressuspendidas em tampdo salino
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution), ajustadas para a concentracdo de 1x10’
promastigotas/mL e incubadas com 20uM H,DCFDA no escuro, a 26°C, por 20 min

(Fonseca-Silva e cols, 2011). Apos a clivagem dos grupos acetato por esterases intracelulares
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e sua oxidacdo, o H,DCFDA (reduzido e ndo fluorescente) € convertido para o 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF), altamente fluorescente. O controle positivo foi obtido pela reacdo
de 20U/mL glicose oxidase + 60mM glicose por 20 min. A andlise foi realizada em citdmetro
de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA), equipado com o programa
de computador Cell Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, EUA).

A producgdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) em promastigotas de L. amazonensis
tratados com apigenina foi mensurada fluorimetricamente, apds a incubagdo com 100uM
Amplex Red, 1U/mL peroxidase (Invitrogen, Eugene, EUA) e 64uM digitonina por 30 min
(Menna-Barreto e cols, 2009). O reagente Amplex Red é uma sonda altamente sensivel e
estavel para H,O,, e um substrato fluorogénico para peroxidase. Na presencga de peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP), ele reage estequiometricamente (1:1) com H,O, e produz
resorufina altamente fluorescente. Promastigotas de L. amazonensis foram cultivados na
auséncia (0,2% DMSO v/v) ou presenca de concentracdes crescentes de apigenina (3-96uM)
por 24 h. Apos esse periodo de tempo, as células foram lavadas com HBSS e ajustadas a
2x10" promastigotas/mL em solucéo de lise (0,5M fosfato de potassio; 0,25M cloreto de
sodio; 25mM 4cido félico, 0,5% Tritton X-100 e 64uM digitonina (Sigma-Aldrich)
juntamente com reagente de trabalho (10mM Amplex Red e 10U/mL peroxidase em HBSS),
por 30 min no escuro. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
de excitacdo de 560nm e emissdo 590nm. O controle positivo foi realizado através de curva
de H,0, na placa.

A producdo de ERO também foi mensurada em macrofagos infectados ou ndo com L.
amazonensis e tratados com apigenina. Macrofagos peritoneais murinos, obtidos conforme
descrito no item anterior 3.3.1, foram incubados em placa de 96 pogos e apenas um grupo foi
infectado por 3 h (na proporc¢édo 3:1). Em seguida, foram tratados na auséncia (DMSO 0,2%
v/v) ou na presenca de 3-12 uM apigenina por 72 h, a 37°C / 5% CO,. Apoés o periodo de
tratamento, os macrofagos foram lavados e incubados com 20uM H,DCFDA em meio RPMI
por 30 min, a 37°C. A producdo de ERO foi entdo mensurada em espectrofluorimetro
(Spectra Max GENINI XPS — Molecular Devices, Silicon Valley, EUA), com comprimento

de onda de excitacdo de 507nm e emisséo de 530nm (Fonseca-Silva e cols, 2013).
3.3.3 Avaliacéo do efeito de antioxidantes sobre a atividade da apigenina

Para avaliar a influéncia de antioxidante sobre a atividade leishmanicida da apigenina,
promastigotas de L. amazonensis foram cultivados em meio Schneider a 26°C, na auséncia

(0,2% DMSO v/v) ou na presenca de 300uM NAC, GSH ou GSSG e de 96uM apigenina por
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24 h. As células viaveis foram estimadas com contagem direta em cdmara de Neubauer e os
niveis de ERO foram mensurados fluorimetricamente usando 20uM H,DCFDA, conforme
descrito no item 3.3.2. Além dos promastigotas, macrofagos peritoneais murinos, obtidos,
plaquados e infectados conforme descrito no item 3.3.1, também foram incubados com o0s
antioxidantes NAC ou GSH (300 uM) e tratados na auséncia ou na presenca de 3-12uM
apigenina por 72 h. O IF foi avaliado por microscopia Optica, apos coloracdo pelo kit
hematologico Instant Prov, conforme também descrito no item 3.3.1.

3.3.4 Determinagéo do A¥m

A atividade mitocondrial foi avaliada pela utilizacdo do JC-1, um corante catidnico
mitocondrial vital, lipofilico e que se acumula na mitocdndria proporcionalmente ao A¥m.
Dessa forma, em altos A¥Ym, ele forma agregados no interior da mitocondria, com mudancas
nas suas propriedades fluorescentes. No estado monomérico, o corante fluoresce verde,
enquanto no estado agregado o corante fluoresce vermelho. Em células com danos
mitocondriais ou alteracbes no A¥Ym, o corante ndo se agrega, mantendo sua forma
monomérica e acumulando-se no citoplasma emitindo uma fluorescéncia verde. A
despolarizacdo mitocondrial é indicada por uma diminuicdo na propor¢do de intensidade de
fluorescéncia vermelho/verde (Mehta e Shana, 2006).

Apoés a incubacdo por 24 h das promastigotas com diferentes concentraces de
apigenina (0-96pM), as células foram lavadas, ressuspensas e ajustadas para 1x10’
promastigotas/mL em tampédo HBSS e incubadas com 10pg/mL JC-1 por 10 min no escuro a
26°C. Em seguida, as células foram centrifugadas a 3000g por 15 min, ressuspendidas em
ImL de HBSS e distribuidas em placa negra de 96 pocos. O agente desacoplador do
transporte de elétrons e da fosforilagdo oxidativa FCCP (20 uM) (Sigma Aldrich) foi utilizado
como controle positivo. Os valores de A¥m foram obtidos por espectrofluorimetria nos
seguintes comprimentos de onda: excitacdo 480 nm e emissdo 530/590 nm. Os valores foram
obtidos pela razdo da emisséo entre a fluorescéncia vermelho/verde (590/530) (Fonseca-Silva
e cols, 2011).

3.3.5 Avaliacéo do ciclo celular

A quantidade de DNA em cada uma das fases do ciclo celular pode ser detectada por
citometria de fluxo através da marcacdo com corantes que se intercalam aos acidos nucleicos,

como o iodeto de propideo (Pl). Na fase GO/G1l as células ainda ndo tiveram seus
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cromossomos duplicados e apresentam-se com uma quantidade 1x de DNA. Na fase G2/M as
células ja tiveram seu DNA duplicado e apresentam-se com uma quantidade 2x de DNA. Na
fase S o material genético estd sendo duplicado e as células apresentam uma quantidade
intermediaria entre 1x e 2x de DNA. A quantidade de corante incorporado varia de acordo
com o contetdo de DNA das células. Células apoptoticas, nas quais o0 DNA encontra-se
fragmentado, apresentam com intensidades de fluorescéncia mais baixa do que aquelas
detectadas na fase GO/G1 e encontradas na regido sub-GO/G1 (Nicoletti e cols, 1991). O
aumento da proporcéo de celulas em sub-GO/G1 é sugestivo de células submetidas a um
processo de apoptose (Ribeiro e cols, 2013).

O ciclo celular das promastigotas foi avaliado pela quantificacdo de DNA com PI
incorporado, em células previamente fixadas, através de citometria de fluxo. Promastigotas
tratados ou ndo com 12-96uM apigenina por 24 h foram fixados em etanol 70%, a -20°C por 1
h. Em seguida, as células foram centrifugadas e incubadas com 200pug/mL RNAse por 1 h, a
37°C. Posteriormente, foram incubadas com 40ug/mL PI no escuro por 20 min e os dados
foram adquiridos no citdmetro (Ribeiro e cols, 2013).

3.3.6 Avaliacdo do potencial proliferativo

A avaliagéo do potencial proliferativo das promastigotas se deu pela marca¢do com o
indicador intracelular CFSE (10 uM) (Messaritakis e cols, 2010), seguida do tratamento com
12-96uM apigenina e 50uM paclitaxel (Taxol®) como controle leishmanioestatico. As
andlises foram feitas no citébmetro apos 0 e 24 h de tratamento. A incorporacdo estavel do
CFSE nas células proporciona uma poderosa ferramenta para quantificar a divisdo celular, em
virtude da diminuicdo sequencial na marcacdo fluorescente nas células filhas. O CFDA-SE
(com duas cadeias laterais de acetato) € o reagente inicial, ndo-fluorescente e altamente
permeavel a membrana. Assim, este composto é rapidamente absorvido pelas células e, uma
vez no interior das células, esterases intracelulares removem seus grupos acetato. O composto
resultante é o CFSE, altamente fluorescente, com reduzida lipofilicidade e que sai em uma
taxa muito mais lenta. Além disso, a cadeia lateral succinimidil do CFSE é altamente reativa

com grupos amino de moléculas intracelulares, aumentando a estabilidade.

3.3.7 Verificacdo da integridade de membrana plasmatica

A integridade de membrana dos promastigotas tratados foi analisada por citometria de

fluxo, atraves da incorporacdo de Pl pelas células ndo permeabilizadas. Os promastigotas
28


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Messaritakis%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20303953

tratados ou ndao com apigenina (3-96 uM) por 24 h foram incubadas com 40ug/mL PI por 20
min. O controle positivo de lise foi obtido pelo aquecimento (a 90°C) dos promastigotas por
15 min e pelo tratamento das células com 0,01% TritonX-100 por 10 min.

3.3.8 Investigacdo da fragmentacéo de DNA

Realizou-se a deteccdo in situ de possivel fragmentacdo de DNA através do ensaio de
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling). Esta técnica utiliza
a enzima TdT (transferase deoxinucleotidil terminal) para adicionar nucleotideos d-UTP (2'-
desoxiuridina 5 trifosfato) acoplados ao marcador fluorescente FITC a extremidade 3'OH dos
fragmentos das fitas de DNA clivadas em células apoptoticas. Dessa forma, a quantidade de
fragmentos de DNA ¢ diretamente proporcional a fluorescéncia obtida. Promastigotas tratados
ou ndo com 12-96uM apigenina por 24 h foram incubados com solugdo de
fixagdo/permeabilizacdo por 30 min, lavadas em PBS, ressuspendidos em uma solugéo de
etanol 70% por 30 min, lavados novamente com PBS e ressuspendidos no meio reacional
contendo a enzima TdT e dUTP-FITC (TUNEL kit — Promega, Madison, WI). Como controle
positivo da degradacdo do DNA, foi usado 10ug/mL DNAse. Os resultados foram obtidos no
citdbmetro (Ribeiro e cols, 2013).

3.3.9 Andlises ultraestruturais

As alteracOGes ultraestruturais induzidas pela apigenina sobre o0s promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. amazonensis foram analisadas por microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Foram processados promastigotas tratados na auséncia (0,2% DMSO v/v)
ou na presenca de 12-96uM apigenina em meio Schneider, a 26°C, por 24 h. Também foram
processados macréfagos murinos infectados, tratados na auséncia ou na presenga de 12uM
apigenina em meio RPMI, a 37°C, por 72 h. As células foram fixadas em 2,5% glutaraldeido,
diluido em tampéo cacodilato de sodio (0,1M, pH 7,2), a temperatura ambiente por 40 min.
Em seguida, foram lavadas trés vezes com o0 mesmo tampé&o e pds-fixadas em solucéo de 1%
tetroxido de 6smio, 0,8% ferricianeto de potassio e 2,5 mM CaCl, por 20 min, a 25°C. As
amostras foram novamente lavadas com o tampdo, desidratadas em concentracGes crescentes
de acetona e incluidas em resina PolyBed 812 (Menna-Barreto e cols, 2005). Cortes ultrafinos
foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e analisadas no microscopio
eletrénico de transmisséo Jeol 1011 (Toquio, Japdo) da Plataforma de Microscopia Eletrénica

(I0C, FIOCRUZ).
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3.3.10 Citotoxicidade da apigenina em macrofagos peritoneais murinos

A citotoxicidade da apigenina foi avaliada em macrdfagos peritoneais murinos de
camundongos suicos pelo método colorimétrico de AlamarBlue®. Esse ensaio € baseado na
conversdo da rezasurina em resorufina pelas células viaveis. A rezasurina € um composto ndo
toxico que € reduzido no interior de células metabolicamente ativas para um produto que
apresenta cor, a resorufina. Essa conversdo é proporcional ao nimero de células viaveis,
gerando assim uma medida quantitativa da viabilidade celular. Macréfagos peritoneais (2x10°
céls/mL) foram plaqueados e incubados com diferentes concentracdes de apigenina (0-96uM)
em placa de 96 pogos, durante 72 h, em estufa de 37°C / 5% CO,. Apo6s 0 periodo de
tratamento, foi adicionado 20% (v/v) do reagente AlamarBlue® em cada pogo da placa e, 12h
depois, a viabilidade foi mensurada colorimetricamente em espectrofotdémetro com
comprimento de onda de 560nm. Utilizou-se 0,1% Triton X-100 como controle positivo. O
calculo do LDs, foi estimado por analise de regressdo logaritmica no programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) (Inécio e cols, 2013; Fonseca-Silva e
cols, 2013).

Adicionalmente, foi avaliado o potencial de membrana mitocondrial por JC-1 e
também a producdo de NO pela reacdo de Griess nos macrofagos tratados com apigenina.
Ap0s 72 h de tratamento com o composto, os macréfagos foram lavados com tampéao HBSS e
incubados com 10pg/mL JC-1 por 20 min no escuro, a 37°C. O agente desacoplador FCCP
(Sigma Aldrich) (200 uM) também foi utilizado como controle positivo por 10 minutos. Os
valores de AW, foram obtidos por espectrofluorimetria (excitacdo: 480 nm e emissdo:
530/590 nm) e expressos pela razdo entre as fluorescéncias vermelho/verde (590/530). A
avaliacdo da producdo de NO pelos macrofagos tratados com apigenina foi realizada pela
dosagem de nitrito no sobrenadante dos mesmos. Na reacdo de Griess, 0 nitrito reage com a
sulfanilamida em meio &cido e o diazo-composto formado reage com o cloridrato de N-(I-
naftil) etilenodiamina, gerando um composto de coloracdo résea. Apos 10 min de reacdo no

escuro, a absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro (540 nm).

3.5 Analise da viabilidade oral e das propriedades moleculares e ADMET da apigenina

Previamente ao ensaio in vivo, foi realizada uma andlise da relagéo estrutura-atividade,
utilizando o recurso de modelagem molecular para avaliar as propriedades de absorcéo,
distribuicdo, metabolismo, excre¢éo e toxicidade (ADMET) in silico da apigenina. Utilizou-se

o AdmetSAR, uma ferramenta computacional aberta e abrangente, acessivel gratuitamente
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pelo endereco eletrénico http://www.admetexp.org, e que pode ser utilizada na avaliacdo de
propriedades ADMET in silico de diversas moléculas. Este recurso também contempla a
andlise dos critérios classicos de Lipinski: nUmero de doadores e de receptores ligantes de

hidrogénio, peso molecular do composto e clogP (coeficiente de parti¢do octanol/agua).
3.6 Ensaios in vivo
3.6.1 Atividade in vivo da apigenina

O ensaio in vivo foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido por Inacio e
colaboradores (2013). Camundongos BALB/c (5/grupo) foram infectados via intradérmica
com promastigotas de L. amazonensis (2x10° células/10pL) na orelha direita. Apés 7 dias de
infeccdo, foi iniciado o tratamento oral (através de sonda orogastrica) com 1 e 2 mg/kg/dia de
apigenina ou injegdo intraperitoneal (no quadrante inferior direito do abdémen) de 100mg
Sb°*/kg/dia de antimoniato de meglumina (farmaco de referéncia para o tratamento da
leishmaniose). O tratamento foi realizado diariamente por 38 dias seguidos. A progressao da
doenca foi avaliada pela espessura da orelha infectada, mensurada através de paquimetro
(Mitutoyo, Séo Paulo, Brasil), duas vezes por semana. Este estudo foi realizado em
conformidade comas recomendagfes do Guia parao Cuidado e Usode Animais de
Laboratérioda FIOCRUZ e o protocolo foi aprovadopelo Comité de Etica de

Experimentacdo Animal da Fundacdo Oswaldo Cruz (N° de Licenca: LW-7/10).
3.6.2 Determinacdo da carga parasitaria

A carga parasitaria foi determinada pelo método de diluicdo limitante quantitativa
(LDA). Ao final do experimento, no 45° dia, a orelha lesionada de cada camundongo foi
retirada, pesada e macerada em meio Schneider, suplementado com 20% SFB, 200U/mL
penicilina e 200ug/mL estreptomicina. As células em suspensdo foram ajustadas para a
concentracdo de 10mg de tecido/mL e foram diluidas em série de 1:2 em placa de 96 pocos,
resultando um volume final de 200uL por pogo. As culturas foram incubadas a 26°C e
acompanhadas durante 7 dias em microscopio oOptico, para registro da ultima diluicdo que
continha promastigotas para estimar a carga parasitaria proveniente dos 10mg/mL de tecido e

expressa em parasitos/mg de tecido, conforme descrito por Inacio e colaboradores (2013).
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3.6.3 Avaliacédo de parametros toxicologicos

Para avaliar toxicidade hepatica, renal e muscular dos camundongos infectados,
tratados por via oral com apigenina e por via intraperitoneal com antimoniato de meglumina,
0s niveis sericos da alanina aminotransferase (ALT), da aspartato aminotransferase (AST) e
da creatinina foram dosados por kits comerciais de dosagem — TGP e TGO (Gold Analisa,
Minas Gerais, Brasil) e Doles (Goiéania, Brasil), respectivamente. Além destes pardmetros, 0s
niveis de ureia, proteinas totais, globulina, albumina e creatina quinase também foram
dosados pela Plataforma de Analises Clinicas de Animais de Laboratério
(CECAL/FIOCRUZ).

3.7 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em trés ou mais ensaios independentes. Os
dados foram analisados pelo teste t de Student ou analise de variancia (ANOVA), seguido
pelo pds-teste de Bonferroni em GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. Os dados sdo expressos

como média * erro padrdo.
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4. RESULTADOS

4.1 Ensaios in vitro
4.1.1 Verificacdo da atividade leishmanicida da apigenina

Para determinar o efeito da apigenina sobre a proliferacdo da forma promastigota de L.
amazonensis, os parasitos foram incubados com concentracdes crescentes da flavona (3-
96uM) por 24 h. A apigenina inibiu o crescimento celular da forma promastigota de L.
amazonensis de maneira dose-dependente (Figura 4.1). Este efeito inibitorio foi igual a 74%
apos 24 h de tratamento com 96 M de apigenina. O 1Cso/24 h foi 23,68+0,85 pM.
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Figura 4.1: Atividade da apigenina sobre promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas foram cultivados
em meio Schneider a 26°C, na auséncia (DMSO 0,2% v/v) ou na presenca de 3, 6, 12, 24, 48 ¢ 96uM de
apigenina por 24 h. O numero de parasitas foi determinado por contagem direta em cdmara de Neubauer,
conforme descrito no item 3.3.1. Os valores mostrados sdo a média + EP de trés experimentos diferentes (n=3).
P<0,001 (ANOVA).

Avaliamos o efeito da flavona em amastigotas intracelulares de L. amazonensis,
cultivados na auséncia e na presenca de 3-12uM apigenina por 72 h. O efeito inibitério da
apigenina nos amastigotas, calculado por meio do IF, também foi dose-dependente e igual a
71% na concentracdo de 12uM (Figura 4.2). O 1Cs/72 h foi 4,33+0,45uM. Este resultado
mostra que a atividade leishmanicida da apigenina contempla, também, a forma do parasito

encontrada no hospedeiro vertebrado.
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Figura 4.2: Atividade da apigenina sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Macréfagos
peritoneais murinos foram infectados com L. amazonensis, tratados com 3-12 uM de apigenina por 72 h, corados
e analisados; e o indice de infec¢do foi estimado, conforme item 3.3.1. A apigenina inibiu a proliferacdo de
intracelular de L. amazonensis de forma dose-dependente. Os valores mostrados sdo a média + EP de trés
experimentos diferentes (n=3). P<0,001 (ANOVA).

4.1.2 Avaliacédo da producdo de ERO

Tendo em vista a capacidade pro-oxidante da apigenina, foi investigado se esta
flavona induz a producéo de ERO em L. amazonensis através do indicador celular permeavel
H,DCFDA. Foi observado um aumento dose-dependente nos niveis de ERO ap6s o
tratamento com 3-96uM de apigenina, sendo 2,9 vezes maior que os niveis do controle na
maior concentracdo testada (96 uM) (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Producdo de ERO em promastigotas de L. amazonensis tratados com apigenina. Promastigotas
foram cultivados em meio Schneider em 26°C por 24 h, na auséncia (DMSO 0,2 % v/v) ou na presenga de 3-
96uM de apigenina. A formagdo de ERO foi mensurada usando o indicador fluorescente H2DCFDA, conforme
descrito no item 3.3.2. Controle positivo (G/GO): 20U/mL de glicose oxidase + 60mM de glicose, por 20 min.
Os dados sdo expressos pelo aumento relativo ao controle. Os valores mostrados sdo a média = EP de trés
experimentos diferentes (n=3). P<0,001 (ANOVA).
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Adicionalmente, verificou-se um aumento significativo nos niveis de HO, nos
promastigotas tratados, chegando a cinco vezes mais nas maiores concentragoes utilizadas (48
e 96 uM) (Figura 4.4). O reagente Amplex Red é uma sonda altamente sensivel e estavel para
H.O,, 0 que provavelmente esta maximizando a diferenca de fluorescéncia em relacdo ao

controle, quando comparamos com o outro método de detec¢cdo (H,DCFDA).
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w
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Figura 4.4: Producéo de H,O, em promastigotas de L. amazonensis tratados com apigenina. Promastigotas
foram cultivados em meio Schneider em 26°C por 24 h, na auséncia (DMSO 0,2 % v/v) ou na presenca de 3-
96uM de apigenina. A formagdo de H,O, foi mensurada com 100uM Amplex Red, 1U/ml HRP e 64uM
digitonina por 30 min, conforme descrito no item 3.3.2. Os dados sdo expressos pelo aumento relativo ao
controle. Os valores mostrados séo a média + EP de trés experimentos diferentes (n=3). P<0,001 (ANOVA).

A apigenina também induziu maior producdo de ERO em macro6fagos infectados com
L. amazonensis. Foi observado um aumento dose-dependente nos niveis de ERO nos
macrofagos infectados e tratados com 3-12uM apigenina. Na concentracdo 12uM, a producao
de ERO foi 1,45 (45%) vezes maior do que no controle (Figura 4.5A). Foram mensurados,
também, os niveis de ERO em macréfagos tratados, mas ndo infectados. Na auséncia de
infeccdo, o tratamento ndo induziu aumento dos niveis de ERO (Figura 4.5B). Um dado
interessante foi a correlacdo linear entre a porcentagem de inibi¢do do indice infeccdo e a

producdo de ERO ap6s o tratamento com a apigenina (R? = 0,9306) (Figura 4.6).
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Figura 4.5: Producdo de ERO em macrdéfagos infectados e tratados com apigenina. (A) Macréfagos
infectados com L. amazonensis e (B) ndo infectados foram incubadas na auséncia e na presenca de apigenina (3-
12uM) durante 72 h. A geragéo de ERO foi mensurada utilizando o indicador fluorescente H,DCFDA, conforme
descrito no item 3.3.2. Controle positivo: 20 U/mL de glicose oxidase + glicose 60 mM por 30 min Os dados séo
expressos em unidades de intensidade de fluorescéncia (UIF). Os valores mostrados sdo a média + EP de trés
experimentos diferentes (n=3). * Indica diferengas significativas em relacdo ao grupo de controle (p <0,05). **
Indica diferencas significativas em relacdo ao grupo de controle (p <0,01).
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Figura 4.6: Correlacdo linear: % de inibicdo do indice infeccdo Vs. producdo de ERO. A anélise de
regressao linear foi realizada usando GraphPad Prism 5 (R? = 0,9306).

4.1.3 Avaliacéo do efeito de antioxidantes sobre a atividade da apigenina

Foi investigado se a incubacdo com NAC e GSH (300 uM) poderia evitar o efeito
inibitério promovido pela apigenina. A incubagdo com estes antioxidantes foi capaz de
proteger promastigotas de L. amazonensis da acdo inibitoria promovida pela apigenina
(Figura 4.7A), devido a reducdo dos niveis de ERO nas ceélulas tratadas (Figura 4.7B).
Contrariamente, a glutationa oxidada (GSSG) ndo reduziu os niveis de ERO e, por
consequéncia, ndo protegeu a L. amazonensis da inibi¢do promovida pela apigenina. Em
conjunto, estes resultados indicam que a inibigdo do crescimento promovida pela apigenina

em L. amazonensis € consequéncia da producdo de ERO, alterando o estado redox da célula.
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Figura 4.7: Efeito de antioxidantes em promastigotas de L. amazonensis tratados com apigenina. (A)
Viabilidade e (B) producdo de ERO. Promastigotas foram cultivados em meio Schneider a 26°C, na auséncia
(DMSO 0,2% v/v) ou na presenca de NAC, GSH, GSSG (300 puM) e/ou apigenina (96uM) por 24 h. O nimero
de parasitas foi determinado por contagem direta em camara de Neubauer e os niveis de ERO foram mensurados
fluorimetricamente com 20uM H,DCFDA, conforme descrito no item 3.3.3. Os valores mostrados sdo a meédia +
EP de trés experimentos diferentes (n=3). A: apigenina; * indica uma diferenca significativa em rela¢do ao grupo
controle (p < 0,05); # indica uma diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado (p < 0,05).

Conforme descrito anteriormente, o tratamento com apigenina de macr6fagos murinos
infectados com L. amazonensis levou a uma diminuicdo do indice de infeccdo. Este efeito foi
também revertido pela presenca dos antioxidantes NAC e GSH, como podemos observar
através do calculo do IF (Figura 4.8A). Fotomicrografias mostram que o controle apresenta
um elevado numero de macréfagos infectados e de amastigotas por macréfago, enquanto que
no grupo tratado com 12uM apigenina houve uma reducdo significativa dessas caracteristicas.
Ja nos grupos que receberam os antioxidantes NAC e GSH no tratamento, constatamos uma

inibicdo do efeito leishmanicida promovido pela apigenina (Figura 4.8B).
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Figura 4.8: Efeito de antioxidantes na infeccdo sob tratamento com apigenina. Macrofagos murinos,
infectados com amastigotas de L. amazonensis, foram incubados com NAC e GSH (300uM) e tratados com
apigenina (12uM) por 72h. (A) Gréfico do indice de infeccdo e (B) fotomicrografias exibindo os efeitos do
tratamento. A: apigenina; * indica uma diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0,05); # indica
uma diferenga significativa em relagdo ao grupo tratado (p < 0,05); (a, ¢, e, g) em aumento de 400X; (b, d, f, h)
em aumento de 1000X; (a, b) Macréfagos do controle; (c, d) Macréfagos tratados com 12 uM de apigenina; (e, f)
Macro6fagos pré-incubados com NAC (300uM) e tratados com apigenina (12 uM); (g, h) Macréfagos pré-
incubados com GSH (300uM) e tratados com apigenina (12 uM).
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4.1.4 Determinagédo do A¥Ym

A atividade mitocondrial foi avaliada pela utilizacdo do JC-1, cuja fluorescéncia pode
ser considerada como um indicador do estado de energia mitocondrial relativo. A apigenina
gerou disfuncdo mitocondrial nos promastigotas de L.amazonensis tratados, visto que houve
uma acentuada diminuigdo dos valores de AWm (razdo de fluorescéncia 590/530 nm) de
forma dose-dependente (Figura 4.9) Houve uma reducdo de 78,3% do A¥Ym nas células
tratadas com 96 uM apigenina. As células incubadas com 20 uM FCCP (agente desacoplador
usado como controle positivo) tiveram uma reducdo similar nos valores da intensidade

relativa de fluorescéncia.
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Figura 4.9: Avaliacdo do AYm de promastigotas tratados com apigenina. Promastigotas de L. amazonensis
foram cultivados na auséncia (DMSO 0,2% v/v) ou na presenca de 3- 96uM de apigenina por 24 h e incubadas
com 0 JC-1 (10 pg/ml), conforme o item 3.3.4. O controle positivo foi obtido por adi¢do de FCCP (20 uM) por
20 minutos. Alteragdes nos valores relativos do AWm estdo expressos como a razdo da fluorescéncia em 590 nm
(agregado) e em 530 nm (monomérico). Os valores mostrados sdo a média + EP de trés experimentos diferentes
(n=3). P<0,001 (ANOVA).

4.1.5 Avaliacéo do ciclo celular

A porcentagem de promastigotas com menor conteido de DNA, apds o tratamento
com 12-96uM apigenina, foi avaliada por citometria de fluxo. Apds 24 h de tratamento, 33%,
44,7% e 63% das células apresentaram-se na regido Sub-G0/G1, enquanto 25% das células
controle apresentaram-se dessa maneira. Além disso, 20,3% das promastigotas do grupo
controle apresentaram-se na fase G2/M, enquanto que nas promastigotas tratadas com 12, 24 e
96uM de apigenina, esses valores foram reduzidos para 19,7%, 15,6%, 9,6%, respectivamente

(Tabela 4.1). O aumento da porcentagem de células na fase Sub-G0/G1 foi acompanhado por
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uma diminuigdo na porcentagem de células da fase G2/M de maneira dose dependente (Figura
4.10), indicando que a apigenina promoveu parada do ciclo celular nos promastigotas de L.

amazonensis.

Tabela 4.1 - Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular

Controle 25+3,8% 31,5+1,8% | 15,1+0,7% | 20,3+2,8%
Apigenina 12uM 33+3,3% 27,4+1,5% | 12,6+0,8% | 19,7+3,6%
Apigenina 24uM 447+29% | 22,8+0,8% | 10,8+1,0% | 15,6+3,4%
Apigenina 96uM 63+3,8% 16,6+1,1% | 6,6+0,7% | 9,6+2,6%

Porcentagem de promastigotas em cada fase do ciclo celular, apés 24h de incubagdo na auséncia ou presenca de apigenina e
da marcacéo com PI. Os valores mostrados sdo a média + EP de trés experimentos diferentes (n=3).

804
. 3 Controle

604 — Api 12uM
% - E Api 24uM
S B Api 96uM
@ 401
(&)
X

20+ *x

*
*

Figura 4.10: Analise do ciclo celular dos promastigotas tratados com apigenina. Promastigotas de L.
amazonensis foram cultivados na auséncia (DMSO 0,2% v/v) ou na presenca de 12, 24 e 96uM de apigenina por
24 h, fixados e permeabilizados, marcados com PI e analisados por citometria de fluxo, conforme o item 3.3.5.
Um fen6tipo sub-G0/G1 foi observado em 33% - 63% dos promastigotas tratadas. * P <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001. Os valores mostrados sdo a média = EP de trés experimentos diferentes (n=3). Histogramas foram
analisados utilizando o programa de computador Summit v4.3.

4.1.6 Avaliacdo do potencial proliferativo

A avaliacdo do potencial proliferativo dos promastigotas se deu pela marcagdo com o
CFSE (10 uM) e andlise em citbmetro de fluxo. A figura 4.11 mostra fluorescéncias
semelhantes (valores de mediana muito proximos) em todos 0s grupos no tempo zero (t=0),
mas apos 24 h de tratamento com 12-96uM de apigenina e 50uM de paclitaxel (Taxol®) o
perfil dos histogramas foi alterado. O grupo controle teve fluorescéncia reduzida em

consequéncia da maior proliferacdo dos parasitos, enquanto 0s grupos tratados tiveram
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fluorescéncias maiores quanto maior a concentracdo de apigenina. Esses valores de
fluorescéncia indicam que a apigenina reduziu o potencial proliferativo das promastigotas de
L. amazonensis de forma dose dependente (Tabela 4.2).
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Figura 4.11: Avaliacio do potencial proliferativo de promastigotas tratadas com apigenina. Promastigotas
de L. amazonensis marcados com CFSE foram cultivados na auséncia (DMSO 0,2% v/v) ou na presenga de 12-
96uM apigenina por 24 h e sua proliferacdo foi analisada por citometria de fluxo, conforme o item 3.3.6. O

paclitaxel foi utilizado como controle positivo leishmaniostatico. A figura exibe um experimento representativo.

Tabela 4.2 - Valores de mediana da fluorescéncia do CFSE e porcentagem de células que proliferaram

Mediana % de céls % de céls Mediana % de céls % de céls
que gue ndo que gue ndo
proliferaram | proliferaram proliferaram | proliferaram
Controle 1584,89 0,68 99,32 335,34 46,23 56,85
Apigenina 12uM 1528,67 0,85 99,15 481,23 15,06 86,83
Apigenina 24uM 1584,89 0,85 99,15 576,48 6,87 94,19
Apigenina 96uM 142214 1,30 98,70 1027,46 1,59 98,52
Paclitaxel 50uM 1528,67 1,11 98,89 666,08 6,68 94,49

Valores de mediana da fluorescéncia do CFSE e porcentagem de proliferagdo de promastigotas de L. amazonensis, antes e
apoés 24 h de incubagdo na auséncia ou na presenca de apigenina. Os valores mostrados referem-se ao experimento

representativo.
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4.1.7 Verificacdo da integridade de membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmaética dos promastigotas de L. amazonensis tratados
com 3-96uM apigenina por 24 h ndo foi alterada, visto que os parasitos ndo apresentaram
marcacdo significativa para Pl. Os valores de mediana da fluorescéncia e a porcentagem
dessas células na regido definida como Pl positiva ndo foram diferentes significativamente do
grupo controle (Tabela 4.3). Somente as células tratadas com 96 uM apigenina tiveram uma
porcentagem de células PI positivas mais consideravel, porém sem diferenca significativa
quando comparada ao controle (Figura 4.12). Células aquecidas a 90°C por 15 minutos e

celulas com 0,01% de Triton X-100 foram utilizadas como controles positivos.

Tabela 4.3 - Valores de mediana e porcentagem de promastigotas marcados com Pl

Controle negativo 2,43+0,09 0,16+0,06
Controle 3,810 4,88+2,44
Apigenina 3 uM 3,68+0,09 4,39+2,63
Apigenina 6 uM 3,88+0,05 4,46+2,33
Apigenina 12 pM 4,09+0,10 | 5,93+2,67

Apigenina 24 uM 4,18+0,16 6,08+2,97

Apigenina 48 uM 4,07+0,47 6,65+3,08
Apigenina 96 pM 4,58+0,35 13,85+3,96
C+ 90°C por 15 min 203,24+69,06 | 93,16+4,62

Valores das medianas de fluorescéncia do Pl e das porcentagens de promastigotas de L. amazonensis Pl positivas, apds 24 h
de incubacdo na auséncia ou na presenca de apigenina. Os valores mostrados sdo a média + EP de dois experimentos
diferentes (n=2).
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Figura 4.12: Avaliacao da integridade de membrana plasmatica de promastigotas tratados com apigenina.
Promastigotas de L. amazonensis foram cultivados na auséncia (DMSO 0,2% v/v) ou na presenca de 3-96uM de
apigenina por 24 h, marcados com PI e analisados por citometria de fluxo, conforme o item 3.3.7. O histograma
exibe um experimento representativo.
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4.1.8 Investigacdo da fragmentacdo do DNA

A ocorréncia de fragmentacdo do DNA de promastigotas de L. amazonensis tratados
com 12-96uM apigenina foi avaliada a partir do ensaio de TUNEL,no qual a enzima TdT
identifica pontos de fragmentacdo no DNA da amostra e catalisa a adi¢do de nucleotideos
dUTP marcados previamente, para a deteccdo subsequente. Apds 24 h de tratamento com a
apigenina, ndo foi observada fragmentacdo de DNA significativa em nenhuma das
concentracdes utilizadas (Tabela 4.4). A porcentagem de células TUNEL positivas e as
medianas de fluorescéncia foram similares em todos 0s grupos, exceto no controle positivo
(10pg/mL DNAse).

Tabela 4.4 — Valores de medianas de fluorescéncia do ensaio de TUNEL em promastigotas tratadas com

apigenina
[ Medema ]
Controle 5,55+1,19
Apigenina 12uM 4,34+0,61
Apigenina 24uM 3,87+0,50
Apigenina 96uM 4,55+1,15
DNAse (10pg/mL) 59,85+6,07

Valores de mediana da fluorescéncia do ensaio de TUNEL em promastigotas de L. amazonensis antes e ap6s 24 h de
incubacdo na auséncia (DMSO 0,2% v/v) ou na presenca de apigenina. Os valores mostrados sdo a media + EP de trés
experimentos diferentes (n=3).

4.1.9 Anélises ultraestruturais

Na andlise ultraestrutural por MET, os parasitos ndo tratados apresentaram uma
morfologia tipica de ndcleo, mitocéndria, cinetoplasto e reticulo endoplasmatico. Ja o
tratamento das formas promastigotas com 12-96 uM de apigenina induziu um notavel
intumescimento mitocondrial, sendo observada perda das cristas e da elétron-densidade na
matriz, além do aparecimento de estruturas membranosas concéntricas dentro desta organela,
e a ruptura da rede no trans-Golgi. A concentragdo de 12 puM, também conduziu ao
aparecimento de perfis de reticulo endoplasmatico circundando estruturas celulares e

vacuolizagdo citosolica (Figura 4.13).
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Figura 4.13: Analise ultraestrutural de promastigotas de L. amazonensis tratados com apigenina. (A, B),
0s parasitos do controle apresentaram uma morfologia tipica de ndcleo (N), mitocondria (M), cinetoplasto (K) e
do reticulo endoplasmatico (ER). (B) Em detalhe, o aspecto alongado da mitocondria (M). (C-H) O tratamento
das formas promastigotas com 12 uM (C, D), 24 uM (G-E) e 96 uM (H) de apigenina induziu notavel inchago
mitocondrial (estrelas brancas), apresentando estruturas membranosas concéntricas dentro da organela (setas
grossas pretas) como bem como a interrupgdo da rede no trans-Golgi (G) (asteriscos brancos). (D) A
concentragdo de 12 uM, também conduziu ao aparecimento de perfis de reticulo endoplasmatico (ER) das
estruturas celulares circundantes e a vacuolizagdo citosolica (V). (H) A maior concentragao utilizada (96 mM)
induziu um forte efeito sobre a ultraestrutura mitocondrial (estrela branca), mostrando um aspecto lavado desta
matriz organela e perda das cristas. Barras: 0,5 um.
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A avaliacdo ultraestrutural dos macréfagos peritoneais murinos infectados com L.
amazonensis e ndo tratados comprovou uma morfologia tipica de nicleo e de reticulo
endoplasmatico. Amastigotas foram observadas no citosol ou no vacuolo parasitoforo
apresentando aspectos morfologicos normais, com organelas tipicas. Alguns macrofagos
infectados apresentaram vacuolizacao citosdlica e estruturas membranosas concéntricas. Foi
também possivel detectar a proximidade do reticulo endoplasmaético e autofagossomos da
célula hospedeira e o parasito (Figura 4.14).

Por outro lado, os macrofagos infectados com L. amazonensis e tratados com 12 uM
apigenina por 72 h, apresentaram morfologia normal do nucleo, mitocondrias e reticulo
endoplasmatico. Algumas amastigotas também mostraram aspectos ultraestruturais tipicos
como mitocondria alongada, DNA do cinetoplasto em forma de barra e distribuicdo da
cromatina normal. Contudo, o tratamento com 12uM apigenina induziu um aumento no
nimero de autofagossomos préximo aos vacutolos parasitoforos, sugerindo a participacdo da
autofagia no mecanismo de acdo do composto. Foram observados autofagossomos em torno
do vacuolo parasitéforo em diferentes etapas de degradacdo, inclusive em processo de fusdo.
Parasitos degradados foram detectados, apresentando uma estrutura axonema-like (Figura
4.15).
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Figura 4.14: Analise ultraestrutural de macréfagos peritoneais murinos infectados com L. amazonensis e
ndo tratados (controle). (A, B) Baixa ampliagdo das células infectadas que mostram a morfologia tipica de
ntcleo (N) e do reticulo endoplasmatico (ER). Amastigotas (A) foram observadas no citosol ou no vacutolo
parasitoforo apresentando aspectos morfolégicos normais. Alguns macrofagos infectados apresentam
vacuolizacdo citosélica (V) e estruturas membranosas concéntricas (asteriscos brancos). (C, D) Em detalhe, os
aspectos ultraestruturais das amastigotas intracelulares mostrando nicleo (NA), mitocondria (MA) e cinetoplasto
(K) normais. Foi também possivel detectar a proximidade do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira (ER)
e 0 parasito. (E) Amastigota com organelas tipicas, como mitocdndria (MA) e ndcleo (NA) proxima ao
autofagossomo (AP). (F) Alta ampliacdo de autofagossomos tipicos (AP) perto das mitocondrias do hospedeiro
(M), reticulo endoplasmatico (ER) e ntcleo (N). Barras: 1 pm.
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Figura 4.15: Analise
ultraestrutural de
macroéfagos peritoneais
murinos infectados com
L. amazonensis e
tratados com 12 pM
apigenina por 72h.

(A, B)  macrofagos
tratados  apresentaram
morfologia normal do
nacleo (N), mitocondrias
(M) e reticulo
endoplasmatico  (ER).
Algumas amastigotas (A)
também mostraram
aspectos ultraestruturais
tipicos como mitocondria
alongada (MA), DNA do
cinetoplasto em forma de
barra (K) e distribuicdo
da cromatina normal
(NA). (C-H) (0]
tratamento com 12uM
apigenina induziu um
aumento no ndmero de
autofagossomos (AP)
perto das amastigotas
(A), sugerindo a
participacdo da autofagia
no mecanismo de acdo do
composto. (C, D)
Autofagossomos  (AP),
em diferentes etapas de
degradagdo, foram
detectados em torno do
vaclolo parasitéforo. (E)
A fusdo do vaclolo
autofagossomo-like  no
vactolo parasit6foro
(setas pretas grossas). (F)
Parasito degradado
(estrela branca),
apresentando uma
estrutura  axonema-like
(setas  brancas). (G)
Grande  autofagossomo
(AP) préximo a
amastigota. (H) Baixa
ampliagdo que mostra a
presenca do vacuolo
parasitoforo com
amastigotas (A) e um
vaclolo vazio (asterisco
preto) em um macréfago
normal. Golgi: G; Nucleo
de amastigota:  NA;
Mitocondria da
amastigota: MA;
Reticulo endolasmico da
amastigota (ERA).
Barras: 1 um.
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4.1.10 Citotoxicidade da apigenina em macrofagos peritoneais murinos

E imprescindivel a verificagdo de citotoxicidade do composto em questdo nas células
de mamiferos. Os resultados exibidos na figura 4.16 mostram que, nas concentracfes de 3-
12uM, a apigenina ndo gerou efeitos citotdxicos em macrdfagos peritoneais murinos. Estas
células mostraram-se viaveis pelo ensaio com Alamar Blue (Figura 4.16A), o potencial de
membrana mitocondrial (Figura 4.16B) e a produc¢éo de 6xido nitrico (Figura 4.16C) também
ndo foram afetados apds o tratamento com as concentracdes de apigenina até 12uM. O LDsy,
em 72 h, foi de 78,72 uM e o indice de seletividade (1S) foi 18,18. (Tabela 4.5).
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Figura 4.16: Citotoxicidade em macréfagos peritoneais murinos tratados com apigenina. A toxicidade em
macr6fagos peritoneais murinos tratados com 3-12 uM de apigenina foi avaliada conforme item 3.3.10. (A)
Viabilidade dos macréfagos por Alamar Blue. Controle positivo: 0.1% Triton X-100 (T). (B) Determinagao do
AW¥m por JC-1. Controle positivo: 200 uM FCCP for 10 min. (C) Producdo de nitrito. * indica uma diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0.05).
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Tabela 4.5: Valores de ICs, LDsg € IS

4,33 uM 78,72 uM 18,18

ICso. concentragdo de apigenina que inibe 50% das amastigotas intracelulares; LDsy: dose letal a 50% dos macrofagos
peritoneais murinos. IS: indice de seletividade, isto €, razdo entre o LDs, em macréfagos e o 1Csy em amastigotas.

4.2 Andlise da viabilidade oral e das propriedades moleculares e ADMET da apigenina

Na analise in silico, a apigenina exibiu propriedades ADMET favoraveis e enquadrou-
se positivamente em todos os critérios de Lipinski, mostrando ser bem absorvida, permeavel,
biodisponivel e oralmente vidvel. Em relacdo a absorcdo, ha elevada probabilidade da
apigenina ser permeavel a barreira hemato-encefélica, ao intestino humano e a linhagem de
adenocarcinoma de colon humano que mimetiza o epitélio gastrointestinal (Caco-2). Em
relacdo ao metabolismo, ha elevada probabilidade da apigenina ndo ser inibidora promiscua
de enzimas do citocromo P450. Em relacdo a toxicidade, também hé elevada probabilidade da
flavona ndo ser mutagénica, carcinogénica e nao ter toxicidade oral aguda elevada (Tabela
4.6).
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Tabela 4.6 — Viabilidade oral, propriedades moleculares e propriedades ADMET da apigenina

Barreira hemato-encefalica
Absorcdo intestinal humana
Permeabilidade de Caco-2

Substrato de CYP450 2C9
Substrato de CYP450 2D6
Substrato de CYP450 3A4
Inibidor de CYP450 1A2
Inibidor de CYP450 2C9
Inibidor de CYP450 2D6
Inibidor de CYP450 2C19
Inibidor de CYP450 3A4

Toxicidade de AMES
Carcinogénese
Toxicidade oral aguda

n-ROTB (<10)

Numero de aceptores ligantes de hidrogénio (HBA < 10)

Numero de doadores ligantes de hidrogénio (HBD < 5)
clogP (55)
Peso molecular (< 500)

Apigenina
Resultado Probabilidade (%)
Absorcéo
+ 63,6
+ 98,9
+ 85,4
Metabolismo
N&o substrato 78,13
N&o substrato 91,26
N&o substrato 69,07
Inibidor 92,22
Inibidor 77,46
Nao inibidor 92,31
Inibidor 70,43
Inibidor 95,80
Toxicidade
Nao tdxica 89,06
N&o carcinogénica 91,81
11 70,12
1

Descritores moleculares de Lipinski

5
3
2,58
270,24

. ___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
n-ROTB, ndmero de ligacdes rotativas; clogP, logaritmo do coeficiente de particdo entre n-octanol e 4gua do composto. A
toxicidade oral aguda de compostos foi classificada em quatro categorias com base no critério da EPA dos EUA. A categoria

111 inclui compostos com valores de DL, superiores a 500mg/kg, porém menores do que 5000mg/kg.
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4.3 Ensaios in vivo

4.3.1 Atividade in vivo da apigenina

O tratamento oral com apigenina foi capaz de controlar, de maneira dose-dependente,
a progressdo da leishmaniose cutanea localizada em modelo murino. A flavona mostrou-se
eficiente a partir do 32° dia de infeccdo, controlando a progressdo da lesdo até o final do
experimento (45° dia), mostrando diferencas significativas no tamanho da lesdo em relacdo ao
grupo controle (Figura 4.17A). Os valores de EDsy € EDgy foram 1,84+0,11 e 3,18+0,34
mg/Kg/dia, respectivamente. A dose 2 mg/Kg/dia de apigenina exibiu, inclusive, maior
eficacia no controle do desenvolvimento da lesdo do que o antimoniato de meglumina nesse
ensaio in vivo. Na figura 4.17B, observa-se 0 aspecto clinico das lesdes dos camundongos ao

final do 45° dia, apontando diferencas em seus estagios e maior cicatrizacdo nos grupos tratados.

4.3.2 Determinacdo da carga parasitaria

Nos camundongos tratados com apigenina, observamos uma reducdo dose-dependente
da carga parasitaria em relacdo ao grupo controle e uma diferenca significativa da carga
parasitaria no grupo tratado com antimoniato de meglumina quando comparada a do grupo
tratado com 2 mg/Kg/dia de apigenina (P<0,01) (Figura 4.17C).

4.3.3 Avaliacdo de parametros toxicologicos

A apigenina foi capaz de controlar o desenvolvimento da lesdo leishmanidtica, sem
alterar marcadores sorolégicos de toxicidade. Os testes bioquimicos realizados mostraram que
o0 tratamento via oral com apigenina ndo causou alteracfes hepéticas, renais ou musculares
nos animais, visto que os niveis séricos de ALT, AST, creatinina, ureia e creatina quinase nao
apresentaram diferencga significativa em relacdo ao controle (Figura 4.18). Os parametros
avaliados estavam dentro da faixa de valores referenciais, com excecdo dos niveis séricos de
ureia, que estavam ligeiramente aumentados, e dos niveis sericos da albumina, que estavam

diminuidos, em todos os grupos experimentais (Tabela 4.7).
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Figura 4.17: Atividade in vivo da apigenina. Camundongos BALB/c (5/grupo) foram infectados com L.
amazonensis e tratados diariamente com 1 e 2 mg/kg/dia de apigenina por via oral ou 100 mg Sh**/kg/dia de
antimoniato de meglumina via intraperitoneal, conforme descrito no item 3.5.1. (A) Tamanho das lesdes,
acompanhado durante 38 dias ap6s a infeccdo. (B) Aspecto clinico das lesdes ao final do ensaio. (C) Carga
parasitaria obtida por LDA, conforme descrito no item 3.5.2. Antim6nio IP = antimoniato de meglumina via
intraperitoneal; * diferenca significativa em relagdo ao controle (P<0,05); ** (P<0,01); *** (P<0,001); *
diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com 2 mg/kg/dia (P<0,05);
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Figura 4.18: Avaliacao toxicoldgica. O soro obtido através da centrifugacdo do sangue coletado dos animais foi
submetido a andlise de padrdes toxicologicos. Os niveis séricos de (A) alanina aminotransferase, (B) aspartato
aminotransferase, (C) creatinina, (D) ureia, (E) proteinas totais, (F) globulina, (G) albumina e (H) creatina
quinase de camundongos BALB/c infectados, tratados por via oral com apigenina e por via intraperitoneal com
antimdnio, foram dosados conforme descrito no item 3.5.3. Dados expressos em média + erro padrdo. (n=5).

Tabela 4.7 - Comparagdo dos parametros toxicol6gicos com os valores de referéncia

Valor 28-132 59-247 0,20-0,80 18-29 3,60-6,60 | 0-6,00 | 2,50-4,80 68-1070

referencial U/L U/L mg/dL mg/dL g/dL g/dL g/dL U/L

Controle | 22,8+0,8 | 69,54#5,8 | 0,215+0,03 | 33,9+10 | 40402 | 26+0,1 | 1,3%0,1 608+74,18
Apigenina | 21,6£1,1 | 71+9,8 | 0,222+0,02 | 34,1+1,0 | 4,1+0,3 | 2,7+0,1 | 15+0,2 | 546,6+139,8
1mg/Kg/dia
Apigenina | 21,0+1,8 | 61,8+10,0 | 0,217+0,01 | 37,8+1,1 | 4,0#0,3 | 2,7+0,1 | 1,3#0,2 | 498,8+127,8
2mg/Kg/dia
Antim6nio | 21,1+1,7 | 62+7,8 | 0,278+0,02 | 36,3+2,0 | 3,9+0,2 | 2,7+£0,1 | 1,3+0,2 369+102,9

Os niveis séricos da ALT, AST e CREA foram dosados por kits comerciais e os niveis de BUN, PT, GLO, ALB e CK foram
dosados pela Plataforma de Analises Clinicas de Animais de Laboratério (CECAL/FIOCRUZ), conforme descrito no item
3.5.3. Dados expressos em média * erro padrdo. (n=5). Valores referenciais fornecidos pela prépria Plataforma.
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5. DISCUSSAO

As plantas sdo fontes valiosas para a triagem de metabolitos secundarios bioativos,
que produzem compostos farmaceuticamente Uteis. Varios compostos naturais derivados de
plantas tém mostrado eficacia contra diversas doencas parasitarias negligenciadas e
representam uma grande oportunidade para o descobrimento de novos medicamentos (Fournet
e Muifioz, 2002; Kaiser e cols, 2003; Rocha e cols, 2005; Polonio e Efferth, 2008; Schmidt e
cols, 2012; Ndjonka e cols, 2013). Dentre eles, os flavonoides vém recebendo grande
destaque, inclusive por apresentarem atividade contra Toxoplasma gondii (Halonen e cols
1999), Plasmodium falciparum (Lehane e Saliba, 2008), T. brucei rhodesiense (Mamani-
Matsuda e cols, 2004; Tadesmir e cols, 2006), T. cruzi (Tadesmir e cols, 2006; Guida e cols,
2007), L. donovani (Tadesmir e cols, 2006) e L. amazonensis (Fonseca-Silva e cols, 2011;
2013; Inécio e cols, 2012; 2013).

A apigenina, membro da  subclasse flavona dos flavonoides, est4d presente
abundantemente em frutas e verduras e apresenta variadas atividades bioldgicas, como efeitos
anti-inflamatorios, antineoplasicos, antivirais, purgativos e propriedades removedoras de
radicais livres. A apigenina inibe o crescimento de células cancerosas através da inducéo de
apoptose e promocdo da parada do ciclo celular (Shukla & Gupta, 2010). Além da atividade
contra células cancerosas, a apigenina mostrou inibir a replicacéo in vitro de Encephalitozoon
intestinalis e Cryptosporidium parvum (Mead e McNair, 2006), L. donovani, T. brucei
rhodesiense e T. cruzi (Tasdemir e cols, 2006). Dimeros sintéticos de apigenina foram
sinergicamente capazes de aumentar a susceptibilidade do protozoario Leishmania a
pentamidina, revertendo essa resisténcia, presumivelmente por inibir um tipo transportador
ABC (Wong e cols, 2009).

No presente estudo, avaliamos o efeito da apigenina sob as diferentes formas
evolutivas do parasito L. amazonensis. Observamos que a apigenina inibiu o crescimento de
promastigotas de uma forma dose-dependente com 24 h de tratamento, atingindo 74% de
inibicdo das promastigotas na concentracdo de 96uM e 1C50 de 23,68 uM. Ao compararmos
com outros flavonoides, ela apresentou consideravel inibicdo em menor tempo. A quercetina
inibiu 66% dos promastigotas apds 48 horas de tratamento na concentragdo de 96uM, com
IC50 de 31,4uM (Fonseca-Silva e cols, 2011). A epigalocatequina-3-galato (EGCG)
apresentou uma inibicéo de 80,7% em 72 horas com a concentragdo de 500uM, com ICs de
278,5uM (Inécio e cols, 2013). Cabe ressaltar que, além do efeito leishmanicida verificado na
contagem direta, a apigenina mostrou, atraves da marcacdo com o CFSE, reduzir de maneira

dose-dependente a proliferagdo dos promastigotas de L. amazonensis tratados. O CFSE é
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amplamente utilizado para estudos de proliferacdo celular, visto que atravessa facilmente as
membranas celulares intactas e sua intensidade de fluorescéncia reduz sucessivamente a
metade a cada divisdo celular.

A apigenina também inibiu o crescimento de amastigotas intracelulares de forma dose-
dependente com 72 h de tratamento, atingindo 71% de reducdo do indice de infec¢do na
concentragdo de 12uM (ICs0 = 4,33 uM). A concentracdo maxima de apigenina usada para
amastigotas ndo resultou em efeitos citotoxicos nos macrofagos. A LDsy, em macréfagos
murinos, apds 72 h de tratamento com a flavona, foi de 78,72 uM e o IS foi 18,18. Segundo
Weniger (Weniger e cols, 2001), considera-se que a eficacia biologica ndo é devida a
citotoxicidade in vitro quando este indice € > 10. A poténcia leishmanicida da apigenina foi
proxima a da miltefosina (ICso / 72 h= 3,2 uM), ja usada com sucesso para o tratamento de
leishmaniose no Novo Mundo, e da flavona quercetina (ICso / 72 h= 3,4 uM), que inibiu
74,8% do indice de infeccdo de L. amazonensis na concentragdo de 12uM (Fonseca-Silva e
cols, 2013). Tasdemir e colaboradores (2006) também verificaram a atividade antiprotozoéria
da apigenina contra amastigotas axénicos de L. donovani (1Cs0/72h = 1,9 pg/mL = 7,03 uM),
formas sanguineas de T. brucei rhodesiense (ICso/72h = 5,1 pg/mL = 18,88 uM) e
tripomastigotas de T. cruzi (ICs0/96h = 21,8 pug/mL = 80,67 uM).

Embora os flavonoides sabidamente apresentem propriedades antioxidantes, alguns
estudos tém demonstrado sua atividade pré-oxidante in vitro, que é dependente da
concentracdo, da reacdo com outros componentes do meio de cultura como ions metal de
transicdo, do nimero total de grupos hidroxila na estrutura molecular e da natureza do estresse
oxidativo (Cao e cols, 1997; Miura e cols, 1998; Lapidot e cols, 2002; Behling e cols, 2004;
Halliwell, 2008). Flavonas como luteolina, apigenina e crisina exibiram atividade antioxidante
em baixas concentracdes de ferro, mas foram pro-oxidantes em altas concentracfes deste
metal (Sugihara e cols, 1999). A apigenina foi capaz de induzir o aumento na producdo de
ERO de maneira dose-dependente em promastigotas de L. amazonensis tratadas, como
observado com quercetina (Fonseca-Silva e cols, 2011). A apigenina também foi capaz de
gerar um aumento significativo na producdo seletiva de H,O, nos promastigotas tratados.
Experimentos in vitro demonstraram um efeito leishmanicida dose-dependente do H,0,
contra promastigotas de L. donovani, L. tropica e L. chagasi. A susceptibilidade do parasita
ao H,0, é estagio-especifico (Van Assche e cols, 2011).

Tal como ocorreu com a quercetina (Fonseca-Silva e cols, 2013), um aumento dose-
dependente na geragdo de ERO também foi constatado em macrdfagos infectados e tratados
com 3-12uM de apigenina. Verificou-se uma correlagdo linear entre a porcentagem de

inibicdo do indice infeccdo e a producdo de ERO ap6s o tratamento com a apigenina (R? =
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0,9306). As ERO, gerados por agentes antiparasitarios ou por macrofagos, podem matar
parasitos intracelulares (Das e cols, 2001). Foi mostrado que as ERO e o desequilibrio da
homeostase do célcio contribuem para a morte celular programada induzida pela curcumina
em L. donovani (Das e cols, 2008). Em células de mamiferos, o aumento da producdo celular
de ERO tem sido sugerido como um responsavel pela despolarizagdo do A¥m, causando
consequentemente a morte celular (Bank e cols, 1999; Johnson e cols, 1996).

A GSH é uma molécula importante na prote¢do das células contra a agdo de ERO ou
compostos toxicos e seus niveis intracelulares podem ser aumentados utilizando o
antioxidante NAC (Sudhandiran & Shaha, 2003; Leite e cols, 2009). Em L. amazonensis, a
glutationa € um dos componentes de tripanotiona, uma importante molécula antioxidante do
parasito (Castro-Pinto e cols, 2007). A molécula contém o grupamento tiol e existe sob duas
formas: a reduzida (GSH) e a oxidada (GSSG). Na forma reduzida, o residuo de cisteina
apresenta o grupamento tiol que esta envolvido nas reacfes de reducdo de alguns compostos.
Na forma oxidada, duas moléculas de glutationa estdo ligadas através de seus grupamentos
sulfidrila formando uma ponte dissulfeto. No estresse oxidativo, a GSH reduz as ERO,
gerando grandes quantidades de GSSG (Lu, 1999). Se a eleva¢do nos niveis de ERO estaria
causando a morte do parasito, a incubacao com os antioxidantes GSH e NAC poderia evitar o
efeito inibitério promovido pela apigenina. Observou-se que a atividade leishmanicida da
flavona foi suprimida em virtude da diminuig&o na producdo de ERO com a utilizacdo destes
antioxidantes.

E descrito que o aumento nos niveis de ERO pode desencadear uma diminuigio do
A¥Ym (Fidalgo e Gille, 2011; Galluzzi e cols, 2012). Uma caracteristica geral dos
tripanosomatideos é a presenca de uma mitocéndria unica, sendo esta um bom indicador de
disfuncgéo celular (Luque-Ortega e cols, 2001) e um alvo terapéutico atrativo (Fidalgo e Gille,
2011). Nos metazoarios, mitocondrias vidveis podem compensar 0 mau funcionamento
daquelas que foram danificadas. Entretanto, em Leishmania, o processo de sobrevivéncia esta
relacionado diretamente com o funcionamento dessa organela Unica e, em ultima instancia, de
sua cadeia respiratéria (Shaha, 2006). Para verificar se a apigenina causava disfuncédo
mitocondrial no parasito, utilizou-se o corante fluorescente JC-1, que se concentra de forma
agregada na mitocondria viavel quanto maior o A¥m. Observou-se uma acentuada
diminuicdo do A¥m, de forma dose-dependente, nos promastigotas tratados por 24h com a
flavona. Alteragdes ultraestruturais na mitocondria, como notével inchaco, perdas das cristas,
aspecto “lavado” e perda de elétron-densidade na matriz, também foram visualizadas pela

MET, corroborando a constatagdo de perda do A¥Ym no ensaio bioquimico com JC-1. Efeitos
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similares foram observados por Inacio e cols (2012) apos o tratamento de L. amazonensis com
aEGCG.

Vaérios estudos tém demonstrado que variagdes no A¥Ym, induzidas por drogas, estdo
associadas com a inibicdo da proliferacdo celular em células de Trypanosoma cruzi (Santa-
Rita e cols, 2006; Mukherjee e cols, 2009; Menna-Barreto e cols, 2007, 2009), L. donovani
(Mehta & Shaha, 2006; Roy e cols, 2008) e L. amazonensis (Rodrigues e cols, 2007; Khouri e
cols, 2010; Fernanda-Silva e cols, 2011; Inacio e cols, 2012). A perda do A¥Ym é uma
caracteristica de apoptose em metazoarios e tem sido observada durante a morte induzida por
farmacos em Leshmania (Dutta e cols, 2007; Sen e cols, 2007; Roy e cols, 2008; Das e cols,
2001; Ribeiroe cols, 2013). O colapso do A¥Ym do parasito, mediado pelo aumento da
formacdo de ROS (evento detectado em experimentos realizados paralelamente) é um
mecanismo de acdo plausivel da morte dos parasitos. Contudo, outros eventos bioquimicos
foram observados, ampliando as possibilidades de mecanismo de acao.

A apigenina mostrou ainda promover parada do ciclo celular nos promastigotas
tratados, visto que houve um aumento da propor¢do de células na fase Sub-GO/G1 e a
diminuicdo do numero de células na fase G2/M, de maneira dose dependente. O aumento da
proporcdo de células no sub-GO0/G1 é sugestivo de células submetidas a um processo de
apoptose (Ribeiro e cols, 2013). Estudos com linhagens de células cancerosas tém mostrado
que a apigenina inibe o crescimento destas através da inducdo de apoptose e promocao
da parada do ciclo celular (Choi e Kim, 2009; Shukla e Gupta, 2010; Zhu e cols, 2013). A
flavona modula certas vias de transducéo de sinal que tém relevancia no cancer, e seus efeitos
anticancerigenos parecem estar relacionados com a sua acdo no blogueio da progressdo do
ciclo celular (nas fases de transicdo G1 — S ou G2 —M) e com sua capacidade de induzir a
apoptose. Os sitios potenciais da acdo da apigenina incluem a fosfatidilinositol 3-cinase
(PI3K), a proteina cinase B/Akt, MAPK/ERK1/2 classica, cinases dependentes de ciclinas
(CDKs) e a caseina cinase (CK2) (Shukla e Gupta, 2007). Analises cinéticas apontam a
apigenina como inibidor competitivo dos sitios do ATP na CK2 (Lolli e cols, 2012).

O rompimento das membranas plasmaticas com extravasamento do contetdo celular é
um evento caracteristico da necrose (Galluzzi e cols, 2007). Uma das caracteristicas tipicas da
morte celular apoptotica é a manutengdo da integridade das membranas celulares. Entéo,
avaliou-se a integridade de membrana dos promastigotas tratados por citometria de fluxo,
utilizando o PI, um agente intercalante de DNA que ndo atravessa membranas celulares
integras. Sua marcacdo, portanto, infere alteracdes na integridade das membranas celulares e
auxilia na identificacdo do tipo de morte celular que foi desencadeado nas células (Silva e

cols, 2001; Elmore, 2007). O tratamento com 3-96 uM apigenina por 24 h ndo alterou a
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integridade de membrana dos promastigotas de L. amazonensis, visto que estes parasitos ndo
apresentaram marcacao significativa para o Pl, excluindo entdo a morte do tipo necrotica.

Vérias alteragfes no nucleo tém sido descritas durante a fase efetora da apoptose. A
degradacdo do DNA é provavelmente o marcador mais frequente de morte apoptotica em
metazoarios. Em protozoarios como Leishmania, a ocorréncia deste evento tem sido relatada
apos privagdo de soro, choque térmico, tratamento com o&xido nitrico ou peroxido de
hidrogénio, e com diferentes drogas, incluindo antimoniais, novobiocina, miltefosina,
edelfosina ou inibidores da cadeia respiratoria (Jiménez-Ruiz e cols, 2010). Na tentativa de
elucidar a possivel ocorréncia de morte apoptética nos promastigotas tratados com apigenina,
realizou-se o ensaio de TUNEL. Entretanto, a apigenina ndo mostrou induzir fragmentagéo de
DNA significativa nos promastigotas ap6s 24 h de tratamento.

Dados recentes indicam que a fosfatidilserina (PS) esta ausente (ou pelo menos abaixo
do nivel de deteccdo) em promastigotas de Leishmania sp, levantando dividas sobre a
especificidade da ligacdo da anexina V nestes protozoarios. Além disso, anexina V €
conhecida por se ligar a outros fosfolipideos do parasito que ndo estdo relacionados a
apoptose. Assim, um aumento na marcacdo para anexina V pode ndo ser necessariamente
indicativo de morte celular (Proto e cols, 2013). Visto os dados controversos na literatura, este
ensaio ndo foi realizado. Diante da dificuldade em reconhecer a presenca de marcadores
bioquimicos e morfoldgicos especificos de um Unico tipo de morte, sugerimos sua
classificagdo como morte incidental, termo ja defendido por Proto e cols (2013) nestas
circustancias de incerteza.

O processo autofagico ocorre em niveis basais em todas as células para a realizagdo de
homeostase e pode ser induzida em situagdes de estresse nutricional, retirada de fatores de
crescimento, demandas bioenergéticas elevadas, remodelamento estrutural, estresse oxidativo,
infeccdes, acumulo de agregados proteicos, entre outras. Além da importancia na reciclagem
de macromoléculas para a homeostase, a autofagia pode ser recorrida como um mecanismo de
defesa inata contra microrganismos, eliminando pat6genos intracelulares de maneira
semelhante ao processo de captura e degradacdo de moléculas e organelas. Esse mecanismo
envolve a entrega seletiva dos microrganismos aos lisossomos (processo chamado de
xenofagia) e a entrega de &cidos nucleicos e antigenos microbianos aos compartimentos
endo/lisossomais, para a ativacdo da imunidade inata e adaptativa (Deretic, 2006; Levine &
Deretic, 2007; Schmid & Munz, 2007).

O papel da autofagia na infecgdo causada pela Leishmania ainda ndo é muito bem
compreendido e os dados encontrados na literatura apresentam algumas discordancias.

Pinheiro e colaboradores (2009) demonstraram que a inducdo de autofagia aumenta a carga
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parasitaria de macrofagos de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, mas nao
altera a carga parasitaria de macrofagos de camundongos C57BL/6. Ja Lima e colaboradores
(2011) correlacionaram a indugdo de autofagia em macréfagos murinos de diferentes origens
e linhagens a reducéo da capacidade fagocitica destes macrdfagos, diminuindo o nimero de L.
amazonensis por célula. Um estudo sugere que um dos mecanismos atraves dos quais a
apigenina exerce a sua agdo quimiopreventiva pode ser por meio de ativacdo de proteina
cinase ativada por AMP (AMPK), inibicdo da sinalizacdo de mTOR e inducéo de autofagia
em queratinocitos humanos (Tong e cols, 2012). No presente estudo, a analise por MET
mostrou que alguns macrofagos infectados e nédo tratados ja exibiam estruturas membranosas
concéntricas tipicas de autofagia e que o tratamento com apigenina induziu ao aumento no
namero de autofagossomos proximos aos vacuolos parasitoforos, sugerindo a participacdo da
autofagia no mecanismo de acdo do composto. Parece existir uma sequéncia de eventos
envolvendo autofagossomos, que resultam na reducdo da infeccdo, sugeridos o aumento do
aparecimento de vactolos vazios juntamente com a presenca de parasitos em estagios
distintos de degradag&o.

Além dos efeitos in vitro, a apigenina mostrou controlar o desenvolvimento da leséo in
vivo de forma eficiente, sem alteracdo dos marcadores sorologicos de toxicidade. O grupo que
recebeu o tratamento via oral com o composto apresentou, a partir do 32° dia de infec¢do, uma
diferenca significativa na espessura da orelha lesionada, quando comparada a do grupo
controle. A atividade da flavona se manteve até o final do experimento, além de resultar na
reducdo dose-dependente da carga parasitaria. O tratamento via oral com apigenina nao
culminou em alteraces nos marcadores sorolégicos para funcdo hepética, renal ou muscular.
Os valores séricos estavam dentro da faixa dos valores de referéncia e também nédo foram
observadas alteracdes comportamentais ou perda de peso nos camundongos. Outro dado
bastante interessante foi que a apigenina exibiu propriedades ADMET favoraveis e preencheu
a "regra dos 5” de Lipinski.

A andlise das propriedades ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo, e
toxicidade) desempenha um papel fundamental na descoberta de candidatos a farmacos,
pesticidas e produtos quimicos industriais, e na avaliacdo de seus perigos ambientais. O banco
de dados de relacdo estrutura-atividade AdmetSAR fornece gatuitamente os mais recentes e
abrangentes dados de diversos produtos quimicos relacionados a estas propriedades, sendo
muito atil para triagem in silico de candidatos a medicamentos e produtos quimicos
ambientais (Cheng e cols, 2012).

Por questfes de conveniéncia e seguranca, a via de administracdo oral de farmacos é

preferencial. Apos a administracdo, o farmaco deve se dissolver e ser solubilizado no trato
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gastrointestinal para poder ser absorvido atraves da membrana intestinal. Entre as
propriedades moleculares que influenciam a absor¢do destacam-se a solubilidade e a lipofilia
(associada ao coeficiente de particdo octanol/agua - clogP). Em relacdo a absorcéo, hé elevada
probabilidade da apigenina ser permeavel a barreira hemato-enceféalica, ao intestino humano e
a linhagem de adenocarcinoma de célon humano que mimetiza o epitélio gastrointestinal
(Caco-2).

A "regra dos 5” de Lipinski afirma que a mé absorcéo ou penetragdo € mais provavel
qguando: ha mais de 5 doadores ligantes de hidrogénio (HBD) (a apigenina tem 3); 0 peso
molecular do composto é superior a 500 (o da apigenin é 270,24); o clogP é superior a5 (o da
apigenina é 2,58); e ha mais de 10 receptores ligantes de hidrogénio (HBA) (a apigenina tem
5). Classes de compostos que sdo substratos para transportadores bioldgicos sdo excegdes a
regra (Lipinski e cols, 2001). A apigenina engquadrou-se positivamente em todos os critérios
de Lipinski, mostrando ser bem absorvida, permeavel, biodisponivel e oralmente viavel.

As enzimas do citocromo P450 sdo amplamente distribuidas e estdo envolvidas no
metabolismo de uma variedade de compostos, enddgenos e exdgenos, incluindo farmacos,
substancias ambientais e outros xenobi6ticos. O metabolismo de farmacos engloba reacdes
catalisadas por numerosas isoformas da CYP450, como a CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 e
3A4/5 (Goodman & Gilman, 2005), e sua inibicdo pode resultar na ndo metabolizacdo de
outros farmacos. Em relacdo ao metabolismo, ha elevada probabilidade da apigenina nédo ser
inibidora promiscua das princiapais isoformas da CYP450. A apigenina ndo é substrato da
CYP4502C9, 2D6 e 3A4, e é inibidor da CYP4501A2, 2C9, 2C19 e 3A4. Isto pode resultar
em sua metabolizacdo mais demorada, tornando-a ativa por mais tempo, como pode também
interferir na metabolizacdo de outros farmacos.

Além disso, na avaliacdo in silico, a apigenina ndo mostrou ser mutagénica,
carcinogénica e ter toxicidade oral aguda elevada. Estes dados, juntos aos resultados de
atividade dose-dependente in vitro e in vivo, nos entusiasmam em propor a apigenina como

um composto suplementar no tratamento da leishmaniose.
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6. CONCLUSOES

O tratamento com apigenina inibiu de maneira dose-dependente a proliferacdo celular de
promastigotas de L. amazonensis, conforme observado pela contagem direta em camara de

Neubauer e pela marcacdo com o CFSE;

A apigenina foi capaz de diminuir o indice de infec¢do de maneira dose-dependente em
macrdfagos murinos infectados com L. amazonensis, sendo seletivamente citotoxico para

0s parasitos intracelulares;

Observou-se que a apigenina foi capaz de induzir um aumento dos niveis de ERO nos
promastigotas e nos macrdfagos infectados tratados, sendo este um dos mecanismos
responsaveis pela morte dos parasitos, visto o efeito protetor da incubacdo com os
antioxidantes NAC e GSH,;

A apigenina também foi capaz de causar disfuncdo mitocondrial, observada tanto

estruturalmente por MET quanto pela diminui¢cdo no AWm, nos promastigotas tratados;

A apigenina também promoveu parada do ciclo celular nos promastigotas tratados, visto
que houve um aumento da propor¢do de células na fase Sub-GO/G1 e a diminui¢do do

numero de células na fase G2/M de maneira dose dependente;

Apesar do composto ter induzido alguns eventos classicos associados a apoptose, nao foi

observada a fragmentacao de DNA nuclear tipica;

A andlise por MET mostrou que o tratamento com apigenina induziu o aparecimento de
estruturas membranosas concéntricas em promastigotas € um aumento no numero de
autofagossomos proximos das amastigotas nos macrofagos infectados, sugerindo a

participacdo da autofagia no mecanismo de acdo do composto;

Na avaliacdo in silico, a apigenina exibiu propriedades ADMET desejaveis e preencheu a
"regra dos 5” de Lipinski, mostrando ser bem absorvida, permeavel, biodisponivel e

oralmente viavel;

O tratamento oral com apigenina foi capaz de controlar, de maneira dose-dependente, a
progressdo da leishmaniose cuténea localizada em modelo murino, sem apresentar
toxicidade aos camundongos. Essas caracteristicas a tornam um possivel protétipo para o

tratamento suplementar da leishmaniose.
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