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Life is pleasant.
Death is peaceful.

It’s the transition that’s troublesome™.

(Issac Asimov, 1920-1992)



Blooming Daklia”

*A micrografia eletrdnica de promastigotas de Leishmania amazonensis, intitulada “Blooming Dahlia” recebeu
0 prémio IMC17 Outstanding Micrograph no 17° Congresso Internacional de Micrografia, que ocorreu no Rio de

Janeiro entre os dias 19 e 24 de setembro de 2010.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

AVALIACAO DAS ALTERACOES CELULARES INDUZIDAS PELA
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Grazielle Alves Ribeiro

As leishmanioses constituem um conjunto de doencas negligenciadas que afetam cerca de 12
milhdes de individuos em mais de 80 paises. Os medicamentos utilizados no controle da
infecgdo estdo associados a baixa eficécia, alta toxicidade, dificuldade de administracéo, altos
custos e crescente resisténcia. Na busca por agentes mais eficazes, uma série de
naftopterocarpanoquinonas foram projetadas e sintetizadas, das quais a LQB-118 mostrou-se
a mais ativa. Esse trabalho teve como objetivo avaliar os possiveis mecanismos de acdo da
LQB-118 sobre Leishmania amazonensis, identificando as organelas alvo e o tipo de morte
desencadeado no parasito. Alteragdes morfolégicas foram avaliadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissdao (MET). Os resultados
de MEV mostraram que a LQB-118 induziu retracdo celular e arredondamento nas
promastigotas tratadas, que tornaram-se significativamente menores. Os resultados de MET
mostraram que promastigotas tratadas com 2,5uM de LQB-118 apresentaram desestruturacéo
no complexo de Golgi e nidmero aumentado de vactolos no citoplasma. Promastigotas
incubadas com 10uM de LQB-118 apresentaram-se com citoplasma rarefeito, compactacédo da
cromatina, mitocéndria com matriz elétron-densa e cristas dilatadas, e protuberancias na
membrana plasmética (blebs). Ensaios realizados por citometria de fluxo mostraram que o
tratamento com 5uM de LQB-118 induziu exposicdo de fosfatidilserina indicativa de
apoptose em 30% dos parasitos. A LQB-118 induziu a perda do potencial de membrana
mitocondrial (A¥y,) em 70% dos parasitos avaliados por marcacdo com rodamina em
citometria. Essa perda do AW, foi confirmada por fluorimetria e mostrou ser concentracéo-
dependente quando as promastigotas foram tratadas com 2,5, 5 e 10uM de LQB-118. O
tratamento das promastigotas com 2,5, 5 e 10uM de LQB-118 por 48 horas induziu
fragmentacdo no DNA de 37%, 67% e 81% da células, respectivamente, conforme avaliado
pela técnica de TUNEL. Macrofagos tratados com LQB-118 ndo apresentaram exposi¢do de
fosfatidilserina, perda do AWy, e fragmentacdo de DNA, mostrando que o composto age de
maneira setiva sobre os parasitos. Analises realizadas por microscopia de fluorescéncia
indicaram que esse agente também induziu fragmentagdo do DNA de amastigotas
intracelulares de L. amazonensis, sem provocar fragmentacdo do DNA da célula hospedeira.
Dessa forma, a LQB-118 parece provocar de maneira seletiva em L. amazonensis muitas das
alteracdes associadas ao processo de apoptose classico. O colapso do potencial mitocondrial
do parasita pode ser um mecanismo plausivel para a atividade leishmanicida da LQB-118, a
partir do qual o processo de morte celular programada seria disparado.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Grazielle Alves Ribeiro

Leishmaniasis is a complex of neglected diseases that affect approximately 12 million people
in over 80 countries. The drugs used in the treatment of the infection are associated with low
efficacy, high toxicity, difficult administration, high costs and increasing resistance. In the
search for more effective agents, a series of naphthopterocarpanquinones were designed and
synthesized, of which LQB-118 was the most active. This study aimed to evaluate the
possible mechanisms of action of LQB-118 on Leishmania amazonensis, identifying the
target organelles and the type of death triggered on the parasite. Morphological changes were
evaluated by both scanning (SEM) and transmission (TEM) electron microscopy. SEM
showed a clear parasite retraction and rounding, with a significant reduction in size. TEM
revealed Golgi complex disruption and increased number of vacuoles in the cytoplasm of
promastigotes treated with 2.5uM LQB118. Promastigotes incubated with 10uM LQB-118
had scarce cytoplasm, chromatin condensation, mitochondria with electron dense matrix and
disrupted cristae, and blebs on the plasm membrane. Assays by flow cytometry showed that
the treatment with 5uM LQB-118 induced phosphatidylserine exposure indicative of
apoptosis in about 30% of parasites. The LQB-118 induced loss of A¥m in 70% of the
parasites stained with rhodamine as evaluated using cytometry. This loss of A¥Ym was
confirmed by fluorimetry and showed to be dose dependent when the promastigotes were
treated with 2,5, 5 and 10 uM LQB-118. Treatment of promastigotes with 2,5, 5 and 10uM
LQB-118 for 48 hours induced DNA fragmentation in 37%, 67% and 81% of cells,
respectively, as evaluated by TUNEL assay. Macrophages treated with LQB-118 did not
present phosphatidilserine exposure, loss in the A¥Ym and DNA fragmentation, indicating that
this compound acts selectively on the parasite. Analyses performed by fluorescence
microscopy indicated that this compound also induced DNA fragmentation in intracellular
amastigotes of L. amazonensis, but failed to induce DNA fragmentation in the host cells.
Thus, LQB-118 is able to trigger in L. amazonensis promastigotes several changes associated
with classical apoptosis. The collapse of mitochondrial potential of the parasite may be a
plausible mechanism for the leishmanicidal activity of LQB-118, triggering the process of
programmed cell death.
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1. INTRODUCAO

Leishmanioses

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) estdo intrinsecamente relacionadas a
pobreza, sendo prevalentes nos paises menos desenvolvidos do mundo, onde vivem as
pessoas com menor poder aquisitivo. Os paises que apresentam 0s mais baixos indices de
desenvolvimento humano (IDH) possuem a maior incidéncia de DTNs e estdo localizados nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, as DTNs sdo mais prevalentes nas
regibes norte e nordeste, que apresentam os mais baixos IDHs do pais. As populacdes mais
afetadas pelas DTNs vivem em areas rurais e nos subdrbios das grandes cidades, onde existe
uma alta prevaléncia de situacdes de pobreza .

As DTNs ndo afetam consideravelmente os paises desenvolvidos e sdo consideradas
negligenciadas pelo fato de ndo existirem politicas efetivas para seu controle e por existirem
poucos investimentos em projetos que visam o desenvolvimento de novos medicamentos e
vacinas (Beyrer e cols, 2007; Lindoso e cols, 2009). No que se refere a disponibilidade de
medicamentos e ao desenvolvimento de novos farmacos para as DTNSs, 0s investimentos séo
claramente insuficientes. Embora 1556 medicamentos tenham sido lancados no mercado
mundial entre 1975 e 2004, apenas 21 deles sdo indicados para pacientes com DTNs (Lindoso
e cols, 2009). As leishmanioses, doencas que apresentam ampla ocorréncia nas camadas
sociais mais pobres, encontram-se entre as doencas mais negligenciadas do mundo com
investimentos extremamente limitados em diagnostico, tratamento e controle (Yamey e cols,
2002; Alvar e cols, 2006).

As leishmanioses compreendem um complexo de doencas causadas por mais de 20
espécies do género Leishmania, protozoarios transmitidos durante o repasto sanguineo da
fémea de um inseto vetor que mede entre 2 e 3mm, denominado genericamente de
flebotomineo (ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae). Dois géneros
de flebotomineos transmitem Leishmania para humanos: Phlebotomus no Velho Mundo e
Lutzomya no Novo Mundo (Ready, 2010; Shukla e cols, 2010). Os hospedeiros vertebrados
do parasito consistem em uma grande variedade de mamiferos, como humanos, roedores,
cachorros, lobos e raposas (Neuber, 2008).

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitos flagelados, pertencentes a ordem
Kinetoplastidae e a familia Trypanosomatidae. Os tripanossomatideos caracterizam-se pela
presenca de minicirculos de DNA compactados em uma estrutura denominada cinetoplasto,

localizada no interior da mitocondria Unica da célula. Todos sdo protozoarios mdveis, que
1



possuem corpo geralmente alongado contendo um unico flagelo, que emerge na extremidade
anterior da célula, em uma regido denominada bolsa flagelar. Essa regido corresponde a uma
invaginacdo da membrana plasmatica onde também ocorrem os processos de endocitose e
exocitose. Um conjunto de microtubulos subpeliculares regularmente espacados localiza-se
abaixo da membrana plasmatica. Nesses organismos 0s peroxissomos sao modificados para a
glicdlise e, portanto, chamados glicossomos (Stuart e cols, 2008). Além da leishmaniose,
outras doencas humanas também sdo causadas por tripanossomatideos, como a
tripanossomiase africana e a doenca de Chagas. O género Leishmania apresenta dois
subgéneros: Leishmania e Viannia, que englobam as espécies causadoras das leishmanioses
(Nustracdo 1.1) (Stuart e cols, 2008).

FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE
Q. < < < <. &R 2 “, < &
o,,}@ o’»é@ %-6 6‘% %‘2& 9""6, %@ ?{?é ooé, %,
2 % . ) ()
GENERO B %, %, O, %, S, 2 %, %, B,
% L) @ ® %, %, S %, ®
c?d,* c3 ca,/ . C >
®
SUBGENERO Leishmania Viannia
COMPLEXO L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana L. braziliensis L. guyanensis
ESPECIES L. chagasi /infantun L. killicki L. major L. aethiopica L. amazonensis L. braziliensis L. guyanensis
L. donovani L. tropica L. gamhami L. mexicana L. peruviana L. panamensis
L. pifanoi
L. venezuelensis

llustracdo 1.1 - Taxonomia da familia Trypanosomatidae [adaptado de (Mishra e cols, 2009; Singh e cols,
2009)]. * Alguns autores sugerem a criacdo de dos novos géneros para melhor classificacdo de certos isolados
(Strigomonas e Angomonas) (Brandao e cols, 2000; Podlipaev e cols, 2000; Cupolillo e cols, 2001).

Os parasitos do género Leishmania apresentam duas formas morfol6gicas distintas:
promastigota e amastigota. A forma promastigota encontra-se presente no inseto vetor. Nesse
estagio, os parasitos possuem formato alongado e flagelo externalizado. A forma amastigota é
intracelular, encontrada principalmente nos fagocitos mononucleares do hospedeiro
vertebrado. Dados recentes tém demonstrado a presenca de amastigotas em neutrofilos,
identificando um mecanismo descrito como “Cavalo de Tréia”. Neste modelo, neutrofilos
infectados entram em apoptose e sdo fagocitados por macréfagos. A internalizacéo atraves do
reconhecimento do neutréfilo apoptoético impede o contato do parasito com os receptores dos

fagocitos, induzindo a producdo de imunosupressores, como TGF-B. Dessa forma, este
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mecanismo facilita a entrada dos parasitos no macrofago e inibe a ativacdo desta celula,
resultando no estabelecimento da infeccdo (Van Zandbergen e cols, 2004). Adicionalmente,
dados recentes demonstraram que os neutrdfilos seriam as células hospedeiras iniciais de
Leishmania, uma vez que sua deplecdo resulta na reducdo da infeccdo na primeira semana
(Peters e cols, 2008). As amastigotas possuem formato arredondado e um flagelo curto, néo
visualizado por microscopia optica (llustracdo 1.2) (Santos e cols, 2008; Mishra e cols, 2009;
Singh e cols, 2009).

A

llustracdo 1.2 - Formas evolutivas de Leishmania spp. Morfologia por microscopia de luz de formas
promastigotas do parasito (WHO, 2009b) (a). Esfregaco de bidpsia de baco, mostrando células infectadas com
formas amastigotas de L. donovani (WHO, 2009a) (b).

A infeccdo do inseto ocorre durante o repasto sanguineo, quando ele suga do
hospedeiro vertebrado o sangue contendo células infectadas. No trato digestivo do vetor,
ocorre a lise das células e a liberacdo das formas amastigotas, que se diferenciam inicialmente
em promastigotas prociclicas ndo infectivas e se multiplicam de forma logaritmica no
intestino. Quando alcancam a fase estacionaria, se diferenciam em promastigotas metaciclicas
infectivas, que migram para a probdscide e sdo transferidas para o hospedeiro vertebrado
durante um novo repasto sanguineo do inseto. No local da infec¢cdo, as formas metaciclicas
sdo fagocitadas por células do sistema fagocitico presentes na derme. Nessas células, os
parasitos sdo capazes de resistir a acdo microbicida das hidrolases acidas, se diferenciam em
amastigotas e se multiplicam por divisdo binaria levando as células ao rompimento. As
amastigotas liberadas sdo rapidamente fagocitadas por novos macréfagos, estabelecendo e
disseminando a infeccdo (Stuart e cols, 2008; Mishra e cols, 2009; Kale e cols, 2009; Singh e
cols, 2009) (llustracédo 1.3).



lustragdo 1.3 - Ciclo biolégico da leishmaniose (WHO).

As leishmanioses desencadeiam 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). As manifestacdes clinicas variam
desde ulceras cutdneas localizadas a doenca sistémica fatal (EI-On, 2009). No Brasil, as
espécies mais importantes sdo Leishmania amazonensis, L. guyanensis, L. braziliensis e L.
chagasi (Ministério da Saude, 2006).

A leishmaniose cuténea localizada (LCL) é a forma mais prevalente da doenga,
causada principalmente pelas espécies de Leishmania dermotropicas (Goto e cols, 2010). As
espécies que normalmente provocam esse tipo de manifestacdo clinica sdo L. major, L.
tropica e L. aethiopica no Velho Mundo, e L. mexicana, L. braziliensis e L. amazonensis no
Novo Mundo (EI-On, 2009). As lesdes usualmente sdo encontradas em partes expostas da
superficie corporal como maos, rosto ou pernas (Neuber, 2008; David e cols, 2009). A
leishmaniose cutanea localizada (LCL) tem como seu primeiro sinal um pequeno eritema
inchado e avermelhado que se desenvolve apds um periodo variavel no local da inoculagdo. O
eritema se desenvolve em uma pépula e em seguida como um nodulo que, progressivamente
Ulcera em um periodo de duas semanas a seis meses, transformando-se em uma lesdo
caracteristica da LCL (Reithinger e cols, 2007). As lesbes se apresentam como ulcera de
superficie plana com margens aumentadas e bem delimitadas (llustracdo 1.4a-b).

As lesdes da leishmaniose cutanea (LC) variam em termos de severidade (tamanho da
les&o), aparéncia clinica (LCL tipica, leishmaniose disseminada ou recidiva) e tempo para a
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cura (Reithinger e cols, 2007). Neste tipo de manifestacdo, a cura pode ocorrer
espontaneamente, deixando o local da leséo hipopigmentado e com uma cicatriz lisa e fina.
De acordo com o tipo de parasito e hospedeiro, alguns casos evoluem para outras formas da
doenca (Goto e cols, 2010).

A forma disseminada da leishmaniose cutanea é relativamente rara, podendo ser
observada em até 2% dos casos. As causadoras desta sindrome sdo a Leishmania (V.)
braziliensis e a Leishmania (L.) amazonensis. Esta forma de apresentacdo € caracterizada pelo
aparecimento de multiplas lesdes papulares e de aparéncia acneiforme que acometem duas ou
mais areas nao contiguas do corpo (llustracéo 1.4c). A carga parasitaria na forma disseminada
é baixa, quando comparado com a forma difusa (Goto e cols, 2010; Ministério da Salde,
2006).

A forma recidiva caracteriza-se pela reativacdo da infeccdo por L. tropica ou L.
braziliensis em torno da borda de uma lesdo cicatrizada apds um periodo variavel de tempo

que pode ser de meses até anos (Bailey e cols, 2007). (llustracdo 1.4d).

llustracdo 1.4 - Leishmaniose Cutanea. (A) Lesdo cutanea localizada em estégio inicial. (B) Lesdo ulcerada

com margens elevadas. (C) Forma cutanea disseminada. (D) Forma cutanea recidiva (Ministério da Salde, 2007)

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) constitui uma forma clinica rara, porém grave,

que ocorre em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na resposta imune celular a
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antigenos de Leishmania. Inicia-se com uma lesdo Unica que evolui de forma lenta com
formacdo de placas e maltiplas nodulagdes ndo ulceradas disseminadas pelo corpo (Bailey e
cols, 2007; Ministério da Salde, 2007) (llustracdo 1.5a). As lesdes apresentam tipicamente
uma grande quantidade de parasitos e as espécies envolvidas sdo L. aethiopica no Velho
Mundo e L. amazonensis e L. mexicana no Novo Mundo, sendo que as lesdes apresentam
tipicamente uma grande quantidade de parasitos (Goto e cols, 2010).

No Brasil, a LCD esta exclusivamente associada com Leishmania amazonensis (Leon
e cols, 1990), principalmente nas regides norte e nordeste. Recentemente, foi diagnosticado
em Angra dos Reis o primeiro caso de LCD autocne causado por L. amazonensis no estado do
Rio de Janeiro (Azeredo-Coutinho e cols, 2007). Além disso, dois casos de infe¢do por L.
amazonensis foram relatados em cdes domésticos em Aracatuba, no estado de S&o Paulo,
regido onde a infeccdo humana por esta espécie de parasito ainda ndo foi registrada. Neste
estudo, os animais infectados foram inicialmente diagnosticados como portadores de
leishmaniose visceral (LV), doenca endémica nesta regido (Tolezano e cols, 2007). A
ocorréncia de leishmaniose visceral canina desencadeada pela infec¢do por L. amazonensis
também foi detectada em Paracatu, no estado de Minas Gerais (Dias e cols, 2010). Esses
estudos indicam que as infeccbes provocadas por essa espécie de Leishmania tém se
espalhado para regiGes ndo consideradas endémicas e se associado a manifestacoes clinicas
atipicas, comoa LCD e LV.

A leishmaniose mucocutanea (LM) é caracterizada pela destruicdo das cavidades oral,
nasal e faringeana, frequentemente envolvendo les6es desfigurantes. A forma classica de LM
é secundaria a lesdo cuténea (llustracdo 1.5b). Na maioria dos casos, a LM resulta da LC de
evolugéo crbnica e curada sem tratamento ou com tratamento inadequado (Goto e cols, 2010).
A progressao clinica para LM depende de uma combinagdo entre a imunidade celular do
hospedeiro e a viruléncia do parasito (David e cols, 2009). Esta forma ocorre devido a
disseminacdo linfatica ou hematogénica de amastigotas da pele para a mucosa nasal,
orofaringe, palatos, labios, lingua, laringe e, excepcionalmente, traquéia e arvore respiratoria
superior (Ministério da Saude, 2007). A LM ¢é causada principalmente por L. braziliensis, mas
outras espécies também podem desencadea-la, como L. panamensis, L. guyanensis, L.
amazonensis e L. major. A ocorréncia da LM varia de acordo com a regido geografica. No
Brasil varia de 0,4% na regido sul a 1,4% na regido central e 2,7% no nordeste. Em outros

paises como a Bolivia, por exemplo, os casos de LM chegam a 20% (Goto e cols, 2010).
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llustragdo 1.5 - Leishmaniose cutaneo-difusa (a) e Leishmaniose mucocutanea (b) (Ministério da Salde,
2006).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar € forma mais grave da doenca, quase sempre
fatal se ndo tratada. A LV é causada por L. donovani na india, Asia e Africa; L. infantum no
Mediterraneo e por L. chagasi na América Latina. Apds varios meses de incubacdo a LV se
manifesta com febre intermitente, perda de peso, hepatoesplenomegalia e progressiva
deterioracdo do hospedeiro (Maltezou, 2010). A doenca pode acometer os linfonodos, bago,
figado e medula 6ssea. Inchago nos linfonodos, bago e figado séo visualizados ap6s poucas
semanas (llustracdo 1.6a). Devido ao envolvimento do sistema hematopoiético na medula
0ssea, 0s pacientes sdo acometidos por anemia severa, leucopenia e trombocitopenia, levando
a complicagOes, tais como maior susceptibilidade a infeccbes e tendéncia a sangramentos
(Neuber, 2008).

A leishmaniose dérmica po6s calazar (LDPC), causada por L. donovani, € uma
manifestacdo dérmica que ocorre ap6s a cura da LV (Srivastava e cols, 2010). O intervalo de
tempo para o desenvolvimento da LDPC é variavel e essa manifestacdo ocorre somente em
uma pequena porcentagem de pacientes na Africa e na india (Piscopo e cols, 2006). A LDPC
manifesta-se como mdultiplas méaculas hipocrébmicas, papulas eritematosas e nodulos que
usualmente se espalham a partir da regido oral para outras areas do corpo (Piscopo e cols,
2006) (llustracédo 1.6b).



llustracgdo 1.6 - Leishmaniose Visceral (a) (Ministério da Saude, 2006) e Leishmaniose dérmica pés calazar
(b) (WHO, 2009c)

Segundo estatisticas da Organizacdo Mundial de Saude, a leishmaniose € endémica em
88 paises em 4 continentes — Africa, Asia, Europa e América. Dos 88 paises nos quais a
doenca é endémica, 72 sdo paises em desenvolvimento (Lindoso e cols, 2009). Estima-se que
12 milhdes de casos existam no mundo inteiro com 2 milhdes de novos casos ocorrendo a
cada ano (1,5 milhdo de casos de leishmaniose cutanea e 500 mil casos de leishmaniose
visceral) e que 350 milhGes de pessoas se encontrem em areas de risco de contrair a infecgdo
(Desjeux, 2004; WHO, 2010). Dos 500.000 casos de LV documentados a cada ano
aproximadamente 90% ocorrem em apenas cinco paises: india, Bangladesh, Nepal, Sudéo e
Brasil (llustracdo 1.7) (Faucher e cols, 2010). Em relacdo a LC, 90% dos casos documentados
ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e Siria (llustracdo
1.8) (Reithinger e cols, 2007). 90% dos casos de LM ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru
(Lindoso e cols, 2009).

As leishmanioses estdo presentes em todas as regides do Brasil, com aproximadamente
28 mil casos de LC e 3 mil casos de LV documentados a cada ano. No Brasil a LC é causada
por diferentes espécies de Leishmania, enquanto a LV é causada apenas pela L. chagasi. A
LC ¢é mais prevalente na regido norte do pais e a LV, na regido nordeste (Lindoso e cols,
2009).
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llustragdo 1.8 - Distribui¢cdo Mundial da leishmaniose cutanea (Bailey e cols, 2007)

Tratamento

As opcOes terapéuticas utilizadas para o controle das leishmanioses estdo associadas a
diversos problemas, como baixa eficacia, alta toxicidade, dificuldade de administracdo, altos
custos e crescente resisténcia. Apesar das diferencas existentes entre as varias espécies de
Leishmania a suscetibilidade a farmacos e as véarias formas de manifestacdo da doenga, 0s
medicamentos usualmente empregados nos tratamentos sdo 0s mesmos para as varias formas
da doenca (Goto e cols, 2010).

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
sdo disponibilizados comercialmente em duas formulacdes, que incluem o antimoniato de N-
metilglucamina (antimoniato de meglumina) (Glucantime®) e o estibogluconato de sodio
(Pentostam®).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda ndo foi completamente
elucidado. Entretanto, ha indicativos de que este composto iniba enzimas glicoliticas e a
oxidacdo de acidos graxos nas formas amastigotas do parasito, reduzindo de maneira
concentracdo-dependente, a formacdo de adenosina trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato
(GTP) (Singh e cols, 2004).

Diversos efeitos colaterais estdo relacionados ao uso dos antimoniais pentavalentes.
Os principais efeitos adversos consistem em artralgia, mialgia, anorexia, nauses, vémitos,
plenitude gastrica, epigastralgia, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaléia,
tontura, insbnia, nervosismo, choque pirogénico e edema (Ministério da Saude, 2007). A
pancreatite, rotineiramente desencadeada pelo tratamento, € a provavel causa de dor
abdominal e naduseas relatadas pelos pacientes (Singh e cols, 2004). Efeitos adversos mais
graves, como cardiotoxicidade e falha renal também podem ocorrer, principalmente em
pacientes idosos. Além disso, o uso deste medicamento ndo é indicado durante a gravidez
(Goto e cols, 2010).

A eficicia dos antimoniais varia de acordo com a espécie de Leishmania que
desencadeou a infeccdo e manifestagdo clinica da doenca (Goto e cols, 2010). Casos de
resisténcia aos antimoniais pentavalentes sdo frequentemente relatados. Inicialmente, a
dosagem de antimonial indicada era de 10mg/kg durante 6 a 10 dias, com uma taxa de cura
maior que 90%. Entretanto, apds a primeira falha do tratamento ocorrida na india em 1980,
altas doses e esquemas de tratamento prolongados (20mg/kg por 30 dias) foram gradualmente
introduzidos, paralelamente com o aumento das taxas de resisténcia a esse medicamento.
Atualmente, 60% dos casos de LV diagnosticados na india ndo respondem ao tratamento com
antimoniais, sendo necessaria a utilizacdo de medicamentos de segunda escolha para
combater a infeccdo (Maltezou, 2010). No Novo Mundo a eficicia dos antimoniais para o
tratamento da leishmaniose cutanea tem sido variavel, sendo que falhas na resposta ao
tratamento sdo observadas em 7% dos pacientes na Bolivia, 16% dos pacientes no Brasil e
39% dos pacientes na Colémbia. No Velho Mundo, as falhas neste tratamento sdo de

aproximadamente 13% e os antimoniais sdo, portanto, considerados satisfatorios para 0s casos
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de leishmaniose cutanea. Em casos de LM, a taxa de cura com os antimoniais varia entre 30%
e 90%, de acordo com o pais e dosagem administrada (Goto e cols, 2010).

A anfotericina B é um antibidtico e antifungico poliénico também utilizado no
tratamento da leishmaniose, sendo o medicamento de primeira escolha em algumas partes do
mundo (Goto e cols, 2010). Seu mecanismo de acao seletivo baseia-se na sua afinidade pelo
ergosterol, esterol amplamente encontrado na membrana de Leishmania e ausente em
membranas de células de mamiferos (Singh e cols, 2004). Dessa forma, a anfotericina B
forma poros na membrana dos parasitos, levando-os a morte (Goto e cols, 2010; Singh e cols,
2004; Mishra e cols, 2009; Singh e cols, 2009). No entanto, este composto também se liga, em
menores proporcdes, ao colesterol presente nas membranas celulares de mamiferos, induzindo
efeitos adversos sobre 0s pacientes. Esses efeitos colaterais incluem febre, nauseas, vomitos,
hipopotassemia e flebite no local da infusdo. Efeitos menos frequentes incluem anorexia,
insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e alteracGes cardiacas (Ministério da Saude, 2007).

Novas formulagdes lipidicas, menos téxicas e mais efetivas, de anfotericina B foram
desenvolvidas. Essas formulagdes incluem a anfotericina B lipossomal (L-AmB:
Ambisome®), dispersdo coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de
anfotericina B (ABL: Abelcet®) (Mishra e cols, 2009; Singh e cols, 2009). Formulacdes
lipossomais de anfotericina B constituem o tratamento de primeira escolha em paises
endémicos no sul da Europa e em outros paises desenvolvidos. Entretanto, essas formulacGes
apresentam um alto custo, dificultando sua utilizacdo em paises pobres, nos quais a escolha do
tratamento depende mais do custo do que da eficacia ou toxicidade (Maltezou, 2010).

A pentamidina é uma poliamina utilizada no tratamento de pacientes com LV
resistentes aos antimoniais (Piscopo e cols, 2006) e no tratamento da LC e LM em algumas
regibes do Novo Mundo (Goto e cols, 2010), podendo ser utilizada também como o
medicamento de primeira escolha (David e cols, 2009). A pentamidina desencadeia a morte
do parasito por interferir na sintese do seu DNA, induzindo modifica¢cbes na morfologia do
cinetoplasto e fragmentacdo mitocondrial (Goto e cols, 2010; David e cols, 2009). A
pentamidina é comercializada em duas formulagdes: Isotionato (Di-B-hidroxietano sulfonato)
e Mesilato (Di-B-hidroximetil-sulfonato) (Ministério da Saude, 2007). Entretanto, o uso deste
medicamento tem sido limitado pela sua substancial toxicidade (Piscopo e cols, 2006). As
principais reagdes adversas incluem dor no local da injecdo, gosto metélico, dores de cabeca,
hipotensdo, sincope e hipoglicemia (Goto e cols, 2010; Ministério da Saude, 2007; David e
cols, 2009). Casos de resisténcia a pentamidina também tem sido relatados (Bray e cols,
2003).
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Dessa forma, quando o paciente apresenta resisténcia ao tratamento, ou quando os
efeitos adversos desencadeados pelos medicamentos de primeira escolha tornam-se severos,
medicamentos leishmanicidas de segunda escolha devem ser indicados.

O principal avanco no tratamento da leishmaniose nos ultimos anos ocorreu com a
descoberta do efeito terapéutico da hexadecilfosfocolina (miltefosina), originalmente
desenvolvida como um agente antitumoral. A miltefosina € o mais recente farmaco
leishmanicida disponibilizado no mercado e se caracteriza como o primeiro farmaco de
administracdo oral utilizado no tratamento da leishmaniose. O mecanismo de acdo exato da
miltefosina permanece desconhecido. Esse composto se liga a membrana plasmatica, é
internalizado pela célula do hospedeiro e induz alteragBes significativas em seu metabolismo.
Alguns estudos tém demonstrado que a miltefosina induz a morte celular por apoptose em L.
donovani, provocando diversas alteracdes no parasito (Paris e cols, 2004). A miltefosina
também tem efeitos imunologicos e inflamatdrios sobre os macrofagos. Esse farmaco induz
um aumento na quantidade de receptores de IFN-y, elevando consequientemente a resposta de
macrofagos infectados para o controle da infeccdo (Maltezou, 2010).

Esse medicamento estd associado a altas taxas de eficicia para o tratamento da
leishmaniose visceral, inclusive em casos de pacientes resistentes aos tradicionais antimoniais
(Maltezou, 2010). Diversos estudos também demonstraram a eficacia da miltefosina no
tratamento da LC do Velho Mundo e Novo Mundo e no tratamento da LM. Entretanto, de
acordo com a espécie de Leishmania, com a regido na qual o tratamento foi realizado (Blum e
cols, 2009) e com a dose administrada (Goto e cols, 2010), podem ser observadas variagdes
em sua eficécia.

Os problemas relacionados a ampla utilizacdo da miltefosina incluem seu potencial
teratogénico e a ocorréncia de resisténcia. A resisténcia & miltefosina pode aparecer
facilmente durante o tratamento devido a mutages pontuais, que levam a diminui¢cdo no
acimulo do composto no interior da célula (Maltezou, 2010). Além disso, a miltefosina
desencadeia efeitos colaterais adversos durante o tratamento, como nauseas, vomitos, enjoos,
dores de cabeca e diarréia. Ressalta-se ainda, o alto custo deste composto como um fator que
limita sua utilizag&o (Mishra e cols, 2009; Singh e cols, 2009).

A paramomicina € um aminoglicosideo com atividade antileishmanial, que inibe a
sintese proteica e altera a fluidez e permeabilidade de membrana. Estudos in vitro indicam
que a paramomicina induz a perda do potencial de membrana mitocondrial em L. donovani,
sugerindo que a mitocondria seja a organela alvo deste composto. A paramomicina tem sido
utilizada por aplicacdo oral e parenteral no tratamento da LC no Novo e Velho Mundo.

Quando associada com cloreto de metilbenzetonio, o uso topico da paramomicina foi eficaz
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no tratamento da leishmaniose cutanea do Velho Mundo. Quando aplicada de maneira
parenteral, a paramomicina também se mostrou efetiva no tratamento da leishmaniose cutanea
localizada do Novo Mundo (Goto e cols, 2010). A combinacao de paramomicina e
estibogluconato tem sido também utilizada para o tratamento da doenca cutaneo difusa (Singh
e cols, 2004). Atualmente a paramomicina encontra-se sob ensaios clinicos de fase IV para
leishmaniose visceral (Maltezou, 2010). Entretanto, sua utilizagdo tem sido limitada pelos
seus efeitos colaterais, como toxicidade renal e ao oitavo nervo craniano (Singh e cols, 2004).

Diversos outros farmacos tém sido utilizados como medicamentos alternativos para o
tratamento das leishmanioses. Os azois, inicialmente desenvolvidos para o tratamento de
infecgBes fungicas tem sido usados para o tratamento da LC. Alguns estudos demonstraram
eficacia do fluconazol, cetoconazol e itraconazol no tratamento da leishmaniose, com uma
taxa de cura que variou entre 55% e 79% no Velho Mundo. O alupurinol, um composto
utilizado em associagdo com o0s antimoniais, também apresenta resultados bastante
divergentes. A dapsona tem sido efetiva no tratamento da leishmaniose no Velho mundo e a
rifampicina utilizada sozinha ou em associagdo com outros compostos apresenta eficacia
variada (Goto e cols, 2010).

N&o existem vacinas contra a leishmaniose e a quimioterapia permanece como a Unica
opcéo para o controle da infeccdo, apesar de nenhum farmaco atualmente utilizado ter se
demonstrado como uma estratégia de fato efetiva (Cavalli e cols, 2009). Dessa forma, torna-se
indispensavel a busca por novos farmacos leishmanicidas e a identificacdo de novos alvos

para o desenvolvimento de agentes mais eficazes contra Leishmania.

Naftopterocarpanoquinonas antileishmaniais

As quinonas representam um grupo de moléculas biologicamente importantes, com
atividade em varios sistemas. Algumas estdo envolvidas em diversos processos bioguimicos,
como as ubiquinonas e as plastoquinonas (Silva e cols, 2003). Essas moléculas também
apresentam uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas, incluindo propriedades
bactericidas (Kim e cols, 2010), tripanossomicidas (Menna-Barreto e cols, 2005; da Silva e
cols, 2010), antivirais (Cheng e cols, 2010; Crosby e cols, 2010) e antitumorais (Bringmann e
cols, 2008; Esteves-Souza e cols, 2008). Diversos estudos tém demonstrado a atividade
leishmanicida de quinonas diterpendidicas (Sairafianpour e cols, 2001), naftofuranoquinonas,
naftotiofenequinonas (Tapia e cols, 2003), acilcloroguinonas, hidroquinonas (Valderrama e

cols, 2005) e hidroxinaftoquinonas (Garnier e cols, 2007). Entretanto, o desenvolvimento
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deste grupo de compostos tem sido dificultado pela sua alta toxicidade e baixa
biodisponibilidade.

Na década de 1940, Fieser e colaboradores (Fieser e cols, 1948) descreveram a
atividade de varias naftoquinonas na inibicdo do crescimento de Plasmodium vivae.
Posteriormente, diversos estudos foram direcionados em busca de novas quinonas
antiparasitarias. Além disso, esses compostos tém sido estudados como agentes
antineoplésicos e varias quinonas de ocorréncia natural ou seus analogos sintéticos tém sido
utilizados na terapia anticancer (Williams, 2002). A atovaquona, uma hidroxinaftoquinona
inicialmente utilizada como agente antineoplasico, foi licenciada para tratar infeccdes
provocadas por Pneumocystis carinii (Baggish e cols, 2002). A atovaquona também
demonstrou possuir atividade in vitro contra Leishmania infantum, mas sua atividade in vivo
em camundongos infectados nédo foi satisfatoria (Murray e cols, 1996).

Por outro lado, os pterocarpanos sdo isoflavonoides cuja atividade tripanossomicida e
antitumoral tem sido descrita.

Recentemente novos compostos foram projetados e sintetizados através da
hibridizacdo molecular de naftoquinonas (estruturalmente relacionadas ao lapachol) e
pterocarpanos  (estruturalmente relacionados aos isoflavonoides), originando as
naftopterocarpanoquinonas, que apresentaram atividade antineoplasica e antiparasitaria (da
Silva e cols, 2002; da Silva, 2002; Netto e cols, 2010).

Na busca por novos farmacos eficazes no combate as leishmanioses, a atividade
leishmanicida dessas moléculas vem sendo avaliada. Estudos em andamento no Laboratorio
de Bioquimica de Tripanosomatideos do IOC/FIOCRUZ mostraram que a
naftopterocarpanoquinona LQB-118 é um dos protdtipos mais promissores, devido a sua
seletividade e relativa simplicidade de obtencdo por sintese quimica (llustragdo 1.9) (Cunha-

Junior e cols —submetido).
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llustracdo 1.9 — Estrutura do protétipo LQB-118

A LQB-118 apresenta in vitro um grande potencial contra um amplo espectro de
espécies de Leishmania, tanto do Novo Mundo (L. amazonensis e L. chagasi) quanto do
Velho Mundo (L. major). O tratamento de promastigotas de Leishmania com LQB-118
resulta em uma inibicdo concentracdo-dependente do crescimento parasitario. Em
promastigotas de L. amazonensis a LQB-118 possui um ICso de 1,73uM (Cunha-Janior e cols
— submetido).

A LQB-118 também apresenta atividade contra amastigotas intracelulares de L.
amazonensis. Esse composto induz uma significativa diferenca no perfil de proliferacdo das
amastigotas, induzindo uma reducdo concentracdo-dependente da carga parasitaria nos
macrofagos, com ICsq de 1,45uM. Além disso, este composto também apresenta atividade in
vivo, reduzindo o tamanho da lesdo e a carga parasitaria em camundongos infectados com L.
amazonensis (Cunha-Junior e cols — submetido).

O mecanismo de acdo comumente associado as quinonas em diversos tipos celulares
envolve a inibicdo da cadeia transportadora de elétrons e a producéo de radicais livres, devido
a formacgéo de semiquinonas e radicais fendxidos através da acdo da quinona oxidorredutase.
Porém, recentemente as quinonas também tém sido implicadas na inducdo de apoptose, tanto
em células tumorais (Ross e cols, 2010), como em Leishmania spp. (Bringmann e cols, 2008;
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Mukherjee e cols, 2009). E possivel que a apoptose descrita nesses trabalhos seja decorrente
das alteragcbes mitocondriais, uma vez que a mitocondria e a inducdo de apoptose estdo

intimamente relacionadas, como discutido a seguir.

Morte celular programada em organismos multicelulares

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas em trés tipos principais: apoptose, autofagia e
necrose.

O termo necrose foi inicialmente utilizado para designar um tipo de morte celular
acidental, que ocorre de forma ndo programada, sem 0s intrincados mecanismos regulatérios
caracteristicos da apoptose. A morfologia das células necroticas é bastante diversificada
(Ziegler e cols, 2004). Ao contrario da apoptose, a necrose € caracterizada pela distorcéo e
degradacéo de organelas e pela dilatacdo celular (Kerr e cols, 1972). Na fase mais tardia desse
processo ocorre desintegracdo nuclear e em alguns casos também pode ocorrer condensacéo
da cromatina. Entretanto, fragmentacdo nuclear ndo constitui uma caracteristica comum deste
tipo de morte celular. Durante este processo a membrana plasmatica torna-se permeavel,
levando a ruptura celular. A liberacdo do contetdo citoplasmatico para os tecidos
circundantes promove uma reacdo inflamatdria local (Ziegler e cols, 2004). Embora tenha
sido inicialmente considerada como um tipo de morte celular ndo programada, estudos
recentes sugerem que a necrose também pode ser geneticamente regulada (Zong e cols, 2006).

A autofagia é um processo adaptativo conservado evolutivamente e controlado
geneticamente. Esse processo ocorre em resposta a stresses metabdlicos que resultam na
degradacdo de componentes celulares. A autofagia envolve o encapsulamento de porcdes
citoplasmaticas e organelas por membrana, originando estruturas conhecidas como
autofagossomos. O autofagossomo se funde a um lisossomo formando um autofagolisossomo
cujo contetdo é degradado por hidrolases lisossomais (Grivicich e cols, 2007).

A apoptose é um programa de morte celular cuidadosamente regulado, responsavel
por muitos processos biologicos, tais como renovacdo celular, desenvolvimento e
funcionamento adequado do sistema imune, atrofia hormonio-dependente e desenvolvimento
embrionario e cerebral. Assim como a mitose, € um processo celular altamente regulado que
decorre de sinais estritamente conservados em individuos saudaveis. A apoptose é um
mecanismo de equilibrio da renovagdo celular na proliferagdo e regeneragdo de tecidos, tais
como o revestimento intestinal e a pele. A apoptose ndo € apenas um mecanismo de controle

do numero celular e tamanho tecidual, sendo o principal método de remocédo seletiva de
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células em um organismo, dirigindo a remocao de células em processos téo diversos quanto o
desenvolvimento cerebral e a resposta imune. Esse processo é responsavel também pela
remocdo de células infectadas ou danificadas do organismo. Varia¢es do mecanismo cléssico
de apoptose sdo encontradas em uma ampla variedade de organismos e as principais proteinas
regulatérias deste processo apresentam tipos homologos entre as espécies. Assim como
qualquer outro processo celular altamente regulado, a apoptose é caracterizada por
marcadores morfolégicos especificos e por cascatas bioquimicas (Martinez e cols, 2010 ).

A morte celular por apoptose ocorre tanto em condi¢des normais quanto nos tecidos
patologicamente alterados. Esse processo foi reconhecido como um tipo caracteristico de
morte celular ha mais de 100 anos (Ziegler e cols, 2004), embora o termo “apoptose” s6 tenha
sido empregado em 1972 por Kerr, Wyllie e Currie (Kerr e cols, 1972).

Uma vez que 0 processo apoptotico é altamente regulado, as alteragdes nessas vias de
regulacdo levam a diversas formas de doenca. Em alguns casos, 0 estresse celular pode
induzir apoptose indesejada nas células, como no caso de muitas formas de doenca cardiaca.
A inibicdo de caspases tem resultado na inibicdo da apoptose, e poderia ser usada por
exemplo durante um infarto cardiaco, para prevenir danos ao miocardio. Por outro lado, a
quebra da maquinaria apoptética pode levar ao desencadeamento do cancer. Dessa forma, o
disparo seletivo do mecanismo apoptdtico tem sido tema de estudo entre muitos
pesquisadores. Como a apoptose exerce um importante papel tanto no funcionamento de um
organismo saudavel, quanto no desencadeamento de doengas, a elucidacdo dos mecanismos
moleculares relacionados a esse processo pode proporcionar uma melhor compreensdo das
doencas, levando a avancos no tratamento e diagnostico (Martinez e cols, 2010).

O processo apoptotico pode ocorrer através de duas vias principais: a via extrinseca ou
dos receptores de morte e a via intrinseca ou mitocondrial. A via de sinalizacdo extrinseca que
inicia a apoptose envolve interacBes mediadas por receptores transmembrana. Esses envolvem
receptores de morte que sdo membros da familia de receptores TNF (fator de necrose
tumoral). Os membros da familia de receptores TNF compartilham dominios extracelulares
ricos em cisteina e possuem um dominio citoplasmatico de aproximadamente 80 aminoacidos
chamado “dominio de morte”. Este dominio de morte exerce um papel fundamental na
transmissdo dos sinais de morte da superficie da célula para o caminho de sinalizagédo
intracelular. Os principais ligantes e seus correspondentes receptores de morte incluem:
FasL/FasR, TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e Apo2L/DR5. A sequéncia de
eventos que definem o caminho extrinseco da apoptose € melhor caracterizada nos modelos
FasL/FasR e TNF-o/TNFR1. A ligacdo FasL/FasR e a ligagdo TNF-o/TNFR1 resulta no

recrutamento das proteinas citoplasmaticas adaptadoras FADD e TRADD, respectivamente,
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formando um complexo indutor e sinalizador de morte (DISC). Esse complexo é responsavel
pela ativacdo auto-catalitica da pro-caspase 8 inativa. A caspase 8 é uma caspase iniciadora
responsavel pela ativagdo das caspases efetoras 3 e 7 (EImore, 2007; Martinez e cols, 2010)
(Nustracdo 1.10).

. FasL

@ Ligante pré apoptotico Via extrinseca

! ! Procaspase-3, 7

Procaspase-8

NUCLEO

Clivagem de
proteinas nucleares

APOPTOSE

Clivagem de proteinas
citosdlicas

APOPTOSE
llustracdo 1.10 — Via extrinseca. A porgdo intracelular dos receptores de morte (DR) € conhecida como
dominio de morte (DD). O complexo formado a partir da ligagdo do receptor aos ligantes pro-apoptoticos forma
um complexo indutor e sinalizador de morte (DISC), que recruta a pro-caspase 8 iniciadora e libera caspase 8
ativa no citosol. Essa molécula ativa as caspases efetoras 3 e 7, resultando na clivagem de proteinas nucleares e
no desencadeamento da apoptose. FasL=Ligante de Fas; TNFR=Receptor do fator de necrose tumoral;
FASS=Dominio de morte associado ao Fas; TRADD=Dominio de morte associado ao TNF; C-FLIP= Proteina

inibitéria FLICE; IAPs=Proteinas inibidoras da apoptose. [Figura adaptada de (Martinez e cols, 2010 )].

A via de sinalizacao intrinseca que inicia a apoptose envolve estimulos ndo mediados
por receptores que provocam alteragdes na membrana mitocondrial interna, com consequente
abertura de poros de transi¢cdo da permeabilidade mitocondrial (PTP). O PTP é um canal
transmembrana que permite a entrada de solutos (fons K*, Mg®* e Ca®") e 4gua na organela,
levando a dilatacdo da matriz mitocondrial, ruptura da membrana externa e subsequlente

liberacdo de proteinas pro-apoptéticas mitocondriais. A abertura completa e irreversivel do
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PTP torna a mitocondria permeavel a varias moléculas, levando a perda do potencial de
membrana mitocondrial e da funcéo respiratdria.

As proteinas liberadas do espaco intermembranoso para o citosol constituem dois
grupos principais. O primeiro grupo engloba o citocromo ¢, Smac/DIABLO e outras serino-
proteases HtrA2/Omi. Essas proteinas ativam a via mitocondrial dependente de caspases. O
citocromo c se liga e ativa a proteina adaptadora Apaf-1 e a pro-caspase 9, formando um
apoptossomo, que leva a ativacdo da caspase 9, que por sua vez ativa as caspases efetoras 3 e
7. As proteinas Smac/DIABLO e HtrA2/Omi promovem a apoptose inibindo as IAPs
(proteinas inibidoras da apoptose). O segundo grupo de proteinas pré-apoptoticas liberadas da
mitocondria inclui o fator indutor de apoptose (AIF) e a endonuclease G, que estimulam a
apoptose de maneira independente de caspases, provocando a fragmentacdo do DNA. O
controle e a regulacdo dos eventos apoptéticos mitocondriais ocorre atraves dos membros da
familia de proteinas Bcl-2. As proteinas Bcl-2 regulam a permeabilidade de membrana
mitocondrial e podem ser tanto pro-apoptoticas (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, and
Blk.) quanto anti-apoptdticas (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG) (Szabadkai e cols,
2004; Elmore, 2007; Martinez e cols, 2010 ; Ly e cols, 2003) (llustracdo 1.11).

Via mitocondrial
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llustragdo 1.11 - Via mitocondrial ou intrinseca. A ativacdo desta via pode ocorrer através de proteinas

iniciadoras que sao induzidas por p53, em decorréncia de danos ao DNA celular, ou através da ativacdo de Bax e
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Bak a partir da conversdo de Bid em tBid pelas caspases 8 e 10. Na membrana mitocondrial a ativagdo provoca a
liberacdo de varios fatores mitocondriais, tais como citocromo ¢, que se combina a Apaf-1 e a procaspase 9
formando um apoptossomo. A procaspase 9 é entdo convertida em sua forma ativa, caspase 9, que por sua vez
ativa as caspases 3 e 7 que desencadeiam o processo apoptético. Além disso, EndoG e AlF, moléculas que
estimulam a apoptose de maneira independente de caspases, também sdo liberadas. IAP=Inibidor de apoptose;
Apaf-1=Fator de ativacdo de apoptose; Bcl-2 e Bcl-xL=Bloqueadores da ativacdo de Bax e Bak; Smac=Segundo
ativador de caspase mitocondrial; tBid=ligado a Bid; Endo G=Endonuclease G; AlF=Fator indutor de apoptose;
Bax=Proteina x associada a Bcl-2; Bak=Proteina k associada a Bcl-2. [Figura adaptada de (Martinez e cols,
2010)]

Os eventos centrais desencadeadores do processo apoptético estdo relacionados a
liberacdo de citocromo ¢ pela mitocondria e também a liberacdo de calcio pelo reticulo
endoplasmatico (RE) (Szabadkai e cols, 2004). O RE é uma organela subcelular envolvida na
sintese de proteinas e lipideos. Ao contrario do citosol, 0 RE mantém um rico ambiente

2++

oxidativo e altos niveis de Ca*** em seu interior (Hussain e cols, 2007). Os fons Ca*"* sdo
responsaveis pela regulacdo de varios processos fisioldgicos e exercem um papel importante
no processo de morte celular. AlteracBes na homeostasia celular deste ion desencadeiam
diversas desordens no sistema cardiovascular, imunoldgico e nervoso. Embora 0 mecanismo
exato seja desconhecido, a apoptose induzida pelo estresse do reticulo endoplasmaético é
mediada pela mitocdndria (via intrinseca) ou através da ativacdo da cascata de cinases pro-
apoptéticas, que sdo ativadas a partir dos receptores de morte da via extrinseca (Hussain e
cols, 2007).

Alguns estudos tém identificado o céalcio como um mensageiro que coordena as
interacdes entre 0 RE e a mitocondria durante a morte celular (Szabadkai e cols, 2004). A
translocacdo do célcio do RE para a mitocondria € um processo chave na ativacdo da
apoptose. Alguns trabalhos demonstraram que apds determinado estimulo apoptético que
promova a liberacdo de célcio do RE, ocorre um prolongado aumento na concentracdo desse
ion e observa-se varias alteracdes na morfologia da mitocondria, como dilatacdo da organela e
ruptura de suas cristas (Szabadkai e cols, 2004). Entretanto, 0 mecanismo de captacdo do
calcio liberado do RE pela mitocondria ainda permanece sob investigacdo. Alguns trabalhos
tém demonstrado uma estreita conexao entre essas organelas, sugerindo que a proximidade
entre elas seja um fator determinante para a translocacdo deste ion (Szabadkai e cols, 2004).
Estudos tém sugerido a participacdo de proteinas da membrana mitocondrial externa, que
aumentariam a captagdo deste ion pela mitocondria e sensibilizariam a célula ao estimulo

apoptotico (Szabadkai e cols, 2004). Tem sido sugerido que proteinas da familia BCL2
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regulariam a liberacdo do calcio do RE e a comunicacdo do sinal de estresse para a
mitocondria (Hussain e cols, 2007).

Alguns trabalhos demonstraram o papel do célcio e do citocromo C como mensageiros
inter-organelares da apoptose (Boehning e cols, 2003). Quando as células sdo expostas a
algum estimulo apoptético esse determinado estimulo induz a formacao de PTP na membrana
da mitocondria adjacente. Essa mitocondria libera entdo uma pequena quantidade de
citocromo c, que se difunde para o RE adjacente e se liga a receptores inositol-1,4,5-trifosfato
(IP3) presentes em sua membrana, promovendo a condutancia de calcio através do reticulo
endoplamético. A liberacdo de calcio do reticulo endoplasmatico resulta em um aumento
global na concentragdo de célcio livre no citoplasma. Esses ions sdo entdo captados pelas
mitocondrias celulares e promovem a liberacdo de todo o citocromo c¢ de todas as
mitocondrias. No citoplasma o citocromo ¢ induz a formacdo do apoptossomo, no qual as
caspases sdo ativadas (Mattson e cols, 2003).

As vias apoptdticas, intrinseca e extrinseca, diferem no modo pelo qual s&o iniciadas,
mas ambas convergem para a ativacao de caspases efetoras (caspases 3, 6 € 7), responsaveis
pela proteolise observada durante o processo apoptotico. As caspases iniciadoras (caspases 2,
8, 9 e 10) e efetoras constituem-se como marcadores do processo apoptotico (Taylor e cols,
2008; Martinez e cols, 2010). De uma maneira geral, varias horas sdo necessérias do inicio do
processo de morte celular até a fragmentagdo celular final, sendo que o cronograma correto
depende do tipo celular, do estimulo e da via apoptotica desencadeada (Ziegler e cols, 2004).

As caspases ativadas clivam muitos dos principais constituintes do citoesqueleto
celular. Esses substratos incluem componentes dos microfilamentos de actina, proteinas
microtubulares e proteinas dos filamentos intermediarios. A protedlise destes constituintes do
citoesqueleto provavelmente contribui para o arredondamento e retracdo celular observados
durante os estagios iniciais da apoptose. Devido a retracdo celular, as células apresentam-se
menores, com o citoplasma mais denso e organelas mais agrupadas (Elmore, 2007). Outra
conseqiiéncia da clivagem do citoesqueleto é a formacdo de projecdes (blebs) de membrana
(caracteristica distintiva de apoptose), resultantes do fluxo do citosol para outras areas do
cortex celular nas quais o citoesqueleto foi clivado. Em contrapartida, a formacdo dessas
projecdes membranosas requer pelo menos alguns filamentos de actina intactos no interior da
célula (Taylor e cols, 2008).

A ocorréncia de fragmentacdo do DNA tem sido extensivamente utilizada como um
marcador da morte por apoptose (Hengartner, 2000; Taylor e cols, 2008). Este modelo de
fragmentacdo resulta da clivagem da cromatina entre os nucleossomos, e € tipicamente

acompanhado pela condensacdo da cromatina (Taylor e cols, 2008; Wyllie, 2010). Os
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fragmentos gerados pela clivagem internucleossomal tém comprimentos correspondentes a
nameros inteiros multiplos de aproximadamente 180 pares de bases (Wyllie, 2010).

O objetivo da fragmentacdo do DNA durante a apoptose ainda ndo foi claramente
compreendido, mas este evento ndo parece ser essencial para a ocorréncia da morte celular.
Esse processo certamente exclui qualquer possibilidade de divisdo celular, mas seu verdadeiro
proposito pode ser tornar a cromatina mais vulnerdvel para posterior eliminagdo por células
fagociticas. Em Caenorhabditis elegans, por exemplo, a degradacdo do DNA nao ocorre no
interior da célula apoptética em si, mas ocorre no macréfago que a fagocita. A fragmentacao
do DNA pode também ser importante para impedir uma ativacao indesejada do sistema
imune. A degradacdo do DNA pode prevenir o acumulo de DNA que, se liberado para o
espaco extracelular, poderia disparar respostas auto-imunes (Taylor e cols, 2008).

A cromatina eucaridtica é composta de proteinas histonas envolvidas por DNA que
formam os nucleossomos. Trabalhos recentes tém sugerido que a fosforilacdo da histona 2B
esta intimamente relacionada a condensacdo da cromatina durante a apoptose (Taylor e cols,
2008). Durante a fase de condensagdo da cromatina, o material nuclear torna-se
caracteristicamente elétron-denso quando visualizado por microscopia eletronica de
transmissdo e se agrega perifericamente sob a membrana nuclear (Elmore, 2007; Grivicich e
cols, 2007).

Outros eventos caracteristicos da apoptose incluem a fragmentacdo de organelas
celulares, tais como o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmético (RE) e o consequente
empacotamento dessas organelas nos corpos apoptdticos. Nos estagios finais do programa
apoptético, o RE é extensivamente remodelado e redistribuido para os corpos apoptéticos,
formando uma membrana ao redor da cromatina (Taylor e cols, 2008).

A mitocondria também se torna fragmentada durante a apoptose. A fragmentacédo
mitocondrial resulta na permeabilizacdo da membrana externa da organela e na liberacdo de
proteinas do espaco intermembranas. Essa organela também pode apresentar-se dilatada, com
alteracdes morfologicas acentuadas, como discutido anteriormente. Além disso a apoptose
também € caracterizada pela perda do potencial de membrana mitocondrial, declinio do nivel
de ATP celular e pela producgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

O evento final do processo apoptético consiste no englobamento das celulas
apoptoticas por fagocitos, sendo talvez o aspecto mais importante de todo esse processo. 1sso
permite que as células sejam eliminadas com sua membrana plasmatica integra, sem a
liberacdo dos constituintes celulares potencialmente prejudiciais para o0 meio circundante. O
colapso das células apoptdticas em numerosos corpos apoptoticos, resultantes da formagéo

dos blebs de membrana (Taylor e cols, 2008), facilita a ocorréncia da fagocitose. Esses corpos
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apoptoticos sdo rapidamente fagocitados por macréfagos e removidos sem induzir um
processo inflamatorio (EImore, 2007; Grivicich e cols, 2007).

Os mecanismos de sinalizagdo celular envolvidos no reconhecimento das células
apoptoticas por fagdcitos ainda ndo foi completamente esclarecido. O ligante fagocitico
melhor caracterizado é o fosfolipideo de membrana fosfatidilserina (PS). Em ceélulas
saudaveis a fosfatidilserina encontra-se do lado interno da membrana plasmatica. No entanto,
sob estimulos pro-apoptéticos esse fosfolipideo é translocado para o lado externo da
membrana, onde induz o processo de fagocitose. Essa translocacdo € dependente de caspases,
mas 0 modo pelo qual essa externalizacdo é promovida ainda ndo foi esclarecido (Taylor e
cols, 2008).

Em sintese, a apoptose € caracterizada por uma série de alteracGes na estrutura celular,
que contribuem ndo apenas para 0 processo de morte em si, mas também para que a célula
seja removida por fagdcitos, prevenindo uma resposta imunoldgica indesejada. As células
apoptéticas sdo caracterizadas por alteracbes morfoldgicas tais como retracdo celular,
condensagdo da cromatina nuclear em massas bem delimitadas nas proximidades do
envoltorio nuclear, projecdes da membrana plasmatica e empacotamento de conteudo celular
em corpos apoptoticos. Outras caracteristicas envolvidas no processo apoptotico envolvem:
externalizacdo de fosfatidilserina, estresse oxidativo, perda do potencial de membrana
mitocondrial (A¥m), liberacdo de proteinas mitocondriais (citocromo c, endonuclease G,

fatores indutores de apoptose) e atividade de proteases (caspases).

1.5. Apoptose em organismos unicelulares

O termo “apoptose” foi proposto com base em uma série de estudos realizados com
tecidos de metazoarios. A elucidacdo dos aspectos basicos da maquinaria molecular da
apoptose, e de seu controle genético, tambem foram feitos a partir de estudos em animais
multicelulares, principalmente C. elegans e Drosophila. Uma avaliacdo temporal do
conhecimento sobre a morte celular apoptética explica porque o conceito de apoptose foi
inicialmente reservado a multicelularidade, ndo sendo aplicado a organismos unicelulares.
Desde a primeira descricdo da morte celular fisiologica realizada em 1842 por Vogt [citado
em (Clarke e cols, 1996)], até as primeiras descri¢des de apoptose em eucariotos unicelulares
realizada em 1994 (Cornillon e cols, 1994), todos os estudos sobre morte celular
consideravam apenas 0s metazoarios. A descri¢do inicial da apoptose, baseada em tecidos de
mamiferos, ajudou a promover a perspectiva centrada de que este mecanismo seria exclusivo

de animais multicelulares, com importantes funcdes fisioldgicas, como na embriogénese,
23



homeostasia dos tecidos e eliminacdo de células danificadas. Apds décadas da introducgéo do
termo “apoptose”, esse mecanismo passou a ser reconhecido também em eucariontes
unicelulares, sendo atualmente tema bastante discutido (Silva, 2010).

Durante muito tempo, questdes relacionadas aos tipos e mecanismos de morte celular
em protozoarios parasitos foram surpreendentemente negligenciadas. De maneira geral,
acreditava-se que a morte de organismos unicelulares ocorria de maneira descoordenada e 0s
processos envolvidos nas decisdes de vida ou morte apds o tratamento de parasitos com
quimioterapicos ou apds a inducdo de imunidade antiparasitaria foram, por conseguinte,
amplamente ignorados. 1sso ocorreu devido a suposicdo de que caminhos de morte celular
geneticamente controlados em organismos unicelulares ndo seriam favordveis durante a
evolugdo. Entretanto, com a deteccdo de marcadores de morte celular caracteristicos da morte
apoptotica de metazoarios em diversos organismos unicelulares, esse processo de morte
tornou-se um tema de intensa pesquisa (Luder e cols, 2010).

A ocorréncia de morte celular programada com caracteristicas apoptoticas ja foi
descrita em vérios organismos unicelulares, tais como Saccharomyces cerevisiae,
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, Trypanosoma cruzi, T. brucei e Trichomonas foetus (Deponte, 2008).

O primeiro estudo a descrever processo de morte celular com caracteristicas
apoptoticas em protozoarios foi publicado ha 15 anos, sem uma aceitacdo ampla por parte da
comunidade cientifica (Jimenez-Ruiz e cols, 2010). Apesar das controvérsias iniciais,
atualmente tem sido amplamente aceito que 0s parasitos protozoarios sdo capazes de
apresentar muitas caracteristicas apoptoticas durante o processo de morte celular (Jimenez-
Ruiz e cols, 2010). Embora as primeiras descricdes do fendtipo apoptético tenham sido
realizadas em T. cruzi e T. brucei, parasitos Leishmania tem sido atualmente utilizados como
organismos modelo para o estudo deste processo e para a definicdo dos possiveis marcadores
dessa morte celular. Esses estudos tém sido realizados com os parasitos em diferentes estagios
do ciclo de vida e uma ampla variedade de indutores de morte celular tem sido testada. Os
protocolos tipicos para identificar os marcadores de apoptose em mamiferos tém sido bastante
utilizados para caracterizar a morte celular em protozoérios (Jimenez-Ruiz e cols, 2010).

Estudos recentes sugerem que a apoptose € um processo importante para o ciclo de
vida dos tripanossomatideos, contribuindo para o estabelecimento da infeccdo e para a
progressdo da doenca (Wanderley e cols, 2009). Os clones de parasitos relativamente mais

fracos sé@o eliminados para que apenas os individuos mais aptos sobrevivam para reproduzir e
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montar novos ataques com sucesso nas células hospedeiras de modo a manter a propagacéo
(Raina e cols, 2006). Esse processo pode representar um mecanismo altruista para a sele¢éo
de células da populacdo parasitaria que sejam mais aptas para serem transmitidas para o
préximo hospedeiro (Shaha, 2006). No intestino do inseto vetor, as formas promastigotas
mais aptas a passar para a faringe do inseto e disseminar a infec¢do sdo selecionadas através
da eliminacdo das formas n&o-infectivas por apoptose. Como as populacdes de
tripanosomatideos sao clonais, é esperado que exista um mecanismo altruistico que opere para
a manutencao da estabilidade génica dentro de uma determinada populagédo (Barcinski e cols,
2003).

Alternativamente, a morte por apoptose pode ajudar no controle da populagdo de
parasitos no hospedeiro, aumentando sua sobrevivéncia e favorecendo a transmisséo
parasitaria. A apoptose funciona como um mecanismo regulatério do numero absoluto de
parasitos durante o processo de divisdo celular das promastigotas no trato digestivo do inseto
vetor, impedindo que uma multiplicacdo excessiva comprometa a vida do flebotomineo. Nos
macréfagos do hospedeiro vertebrado a apoptose pode atuar no controle da divisao celular,
regulando o nimero de amastigotas na célula hospedeira e minimizando a resposta imune
(Shaha, 2006). Isso garante a sobrevivéncia da célula hospedeira e consequentemente a
sobrevivéncia dos proprios parasitos (Raina e cols, 2006). Dessa forma, a apoptose em
parasitos tripanossomatideos pode ser importante para a sobrevivéncia e propagacao dessas
espécies. Além disso, esse mecanismo também pode ser explorado como um novo alvo para o
desenvolvimento de medicamentos e intervencdo terapéutica (Shaha, 2006).

Alguns autores associam 0 processo de apoptose a relacdo parasito-hospedeiro. Esses
autores acreditam que a morte por apoptose parece estar relacionada a capacidade de
adaptacdo desenvolvida por Leishmania ao longo de sua evolucdo, de mimetizar uma morte
apoptotica por meio de eventos bioldgicos e bioquimicos iguais ou semelhantes encontrados
em células de metazoarios e assim, evadir-se do sistema de defesa do hospedeiro vertebrado
(Wanderley e cols). De acordo com esses estudos, a exposic¢ao de PS nas formas amastigotas
constitui um fendtipo apoptético que ndo necessariamente induz a morte celular, sendo um
mecanismo chamado “mimetismo apoptdtico” (Wanderley e cols, ; Wanderley e cols, 2005).
A exposicdo de PS participa da internalizagdo das amastigotas. O reconhecimento dessa
molécula pelos macrofagos induz a secregdo de TGF-f e a sintese de IL-10, inibindo a
producéo de NO e desmobilizando os mecanismos microbicidas da célula hospedeira (Shaha,
2006). Trabalhos tém demonstrado que em L. amazonensis tanto a morte apoptotica quanto o
mimetismo apoptético co-existem e ocorrem em diferentes formas do parasito: no caso de

promastigotas, uma subpopulacdo expbe PS e morre por apoptose, enquanto que em
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amastigotas toda a populacdo expbe PS e ndo necessariamente sofre o processo de morte
celular (Wanderley e cols, 2005; Wanderley e cols, 2010).

Diferente do que ocorre nas formas amastigotas do parasito, as formas promastigotas
que expde fosfatidilserina ndo sdo viaveis e infectivas e sofrem de fato o processo de morte
celular, tanto in vitro quanto in vivo no trato digestivo do inseto vetor. A infeccdo de
macrofagos in vitro ou o desencadeamento de lesdes in vivo ocorre apenas quando parasitos
PSP95 e PSNEC sd0 simultaneamente adicionados a cultura celular ou inoculados no hospedeiro
mamifero. Dessa forma, parasitos apoptoticos contribuem para o estabelecimento da infec¢éo

SNECG 30 viaveis e constituem-se como as formas

no hospedeiro. As promastigotas P
infectivas, enquanto a subpopulacdo de promastigotas PS"®° atuam inibindo a resposta
inflamatoria dos macréfagos (Wanderley e cols, 2009).

A morte celular programada exerce um papel importante na regulacdo da interacéo
entre organismos unicelulares e multicelulares, permitindo o estabelecimento e a manutencédo
de interagBes estaveis entre parasito e hospedeiro. Dessa forma, a apoptose é extremamente
relevante no contexto da resposta imune do hospedeiro e no sucesso do estabelecimento da
infeccdo (Shaha, 2006). A sobrevivéncia desses parasitos no interior dos macrofagos é uma
questdo importante na patogénese da doenca no hospedeiro mamifero. A compreensdo dos
processos de morte celular em macréfagos pode oferecer novas possibilidades para o controle
das doencas parasitarias. O estudo de efetores e reguladores da apoptose nesses parasitos e na
célula hospedeira pode contribuir para a identificacdo das vias especificas que levam a morte
celular, de forma que possam ser exploradas para o controle parasitario (Shaha, 2006).

Os mecanismos pelos quais 0 processo apoptético € desencadeado e executado sdo
bem delimitados em metazoarios. Entretanto, as vias operatorias deste processo em
organismos unicelulares ainda ndo foram detalhadamente descritas e tém sido elucidadas
através do estudo de varios modelos celulares utilizando-se diferentes agentes apoptoticos
(Shaha, 2006).

De acordo com o Comité de Nomenclatura de Morte Celular (Nomenclature
Committee on Cell Death - NCCD), criado em 2005 pela Revista “Cell Death and
Differenciation”, o termo apoptose descreve um aspecto morfologico especifico de morte
celular. As alteracbes morfologicas que ocorrem durante esse processo incluem
arredondamento e reducdo do volume celular, condensacdo da cromatina, fragmentacao
nuclear, projecbes na membrana plasmatica e, de acordo com o contexto, fagocitose por
fagocitos residentes. Poucas alteragfes ultraestruturais nas organelas citoplasmaticas sdo
observadas durante a apoptose. Por outro lado, a necrose é morfologicamente caracterizada

pelo aumento do volume celular, dilatacdo de organelas e ruptura da membrana plasmatica
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com subsequiente perda do contetdo celular. A permeabilizacdo da membrana plasmatica € o
principal marcador bioquimico da morte celular por necrose (Jimenez-Ruiz e cols, 2010).

Considerando essas orientagdes, diversas alteracbes podem ser utilizadas para definir
se a morte celular ocorre através de apoptose ou necrose. Do ponto de vista morfoldgico, a
retracdo celular pode ser considerada um processo de morte celular por apoptose. Em relacao
aos marcadores bioquimicos, a detec¢do da fragmentacdo do DNA, atividade de caspases e
manutencdo da integridade de membrana podem ser utilizados para identificar as células
apoptoticas. A alteracdo do potencial de membrana mitocondrial sem o rompimento da
membrana plasmatica e a abertura de poros ha membrana mitocondrial também se constituem
marcadores de células apoptéticas que ndo estdo presentes em células necréticas. Com
excecdo da formacdo de projecdes membranosas e corpos apoptoticos, 0s demais eventos tém
sido observados na maioria dos protozoarios parasitos sob morte celular (Jimenez-Ruiz e cols,
2010).

A mitocdndria é a organela na qual se encontram os sitios da cadeia respiratoria e onde
ocorre a producdo de adenosina trifosfato (ATP) para a manutencdo da viabilidade celular. A
manutencdo de um potencial de membrana mitocondrial adequado é essencial para a
sobrevivéncia da célula e este parametro tem sido intensamente estudado durante o processo
apoptético, uma vez que diversas investigacbes tem demonstrado um grande impacto
funcional das alteragbes mitocondriais na apoptose (Shaha, 2006).

Pelo fato dos cinetoplastideos apresentarem uma Unica mitocdndria, eles sdo um
modelo interessante para a investigacdo das alteracbes mitocondriais desencadeadas durante a
apoptose. A mitocondria Unica dos parasitos Leishmania spp. exerce um papel central na
apoptose celular, disparada pela queda ou aumento do potencial de membrana mitocondrial
(Shaha, 2006).

Estudos demonstraram que promastigotas de L. donovani tratadas com perdxido de
hidrogénio (H,O,) apresentaram muitas das caracteristicas apoptoticas observadas em
metazoarios, como condensacgdo nuclear, fragmentacdo do DNA, retracdo celular e alteragdes
no potencial de membrana mitocondrial. Nesse estudo, foram detectadas areas de alto e baixo
potencial de membrana mitocondrial dentro da mitocondria Unica das promastigotas. A
importancia deste evento é Obvia para a sobrevivéncia desses parasitos. Nos metazoarios, as
células possuem multiplas mitocondrias que se apresentam em diferentes estagios energéticos.
Dessa forma, as mitocdndrias que mantém normais os niveis de producdo de ATP
proporcionam a sobrevivéncia das células, mesmo na presenca de outras mitocondrias
danificadas. No caso de organismos unicelulares com uma unica mitocondria, a perda total do

potencial de membrana mitocondrial resultaria no rompimento abrupto da maquinaria de
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sobrevivéncia, levando a célula a necrose. Dessa forma a mitocondria Unica de L. donovani
adota um estado de geracdo de energia variado para sustentar a producédo de ATP e manter a
viabilidade celular até que o processo apoptotico se complete. A manutencdo tardia de
aproximadamente 20% da producdo de ATP apos o tratamento com H,0, indica que um nivel
minimo de ATP deve ser mantido para que a célula sofra apoptose (Shaha, 2006).

Nos metazodrios o poro mitocondrial esta envolvido no processo de apoptose,
possibilitando a liberacdo dos fatores mitocondriais para que se inicie 0 processo de morte
celular. Nos organismos unicelulares, por sua vez, a participacdo deste poro no processo
apoptotico ainda ndo se encontra definida (Shaha, 2006).

Diversos ions estdo intimamente relacionados ao processo de apoptose, de forma que

2++

constituem importante parametro de estudo. Calcio (Ca“"") parece ser um ion importante que
estd envolvido na apoptose de Leishmania. A modulacdo do potencial de membrana
mitocondrial é importante para a homeostasia dos fons Ca®*. Durante 0 estresse oxidativo um
aumento nos niveis de Ca* citosélico pode ser detectado, resultando da liberaco de estoques
intracelulares deste fon e do influxo extracelular. A quelacdo de Ca?* extracelular inibe o
aumento inicial de espécies reativas de oxigénio (ROS), indicando que este ion tem acdo
importante para a geracdo de ROS (Shaha, 2006).

Uma vez que os eventos de morte celular afetam diretamente a mitocondria dos
parasitos, os niveis de ATP dessas células também devem ser alterados. O nivel de ATP
celular pode ser medido por fluorescéncia utilizando-se kits comerciais. Entretanto poucos
estudos tém utilizado os niveis de ATP como marcador de morte celular (Jimenez-Ruiz e cols,
2010).

As caspases e 0s membros da familia Bcl-2 sdo os reguladores mais relevantes do
processo apoptotico em metazoarios. Existem poucas informacdes sobre a possibilidade de
existéncia de homologos das proteinas Bcl-2 em protozoarios parasitas, embora algumas
evidéncias indiretas indiquem que eles possam existir. Diversos grupos tém descrito a
ativacdo de proteases capazes de degradar substratos classicos de caspases durante a morte
celular em Leishmania (Jimenez-Ruiz e cols, 2010). Diversos grupos tém prevenido o
aparecimento de marcadores apoptoticos classicos, como alteragbes no potencial de
membrana mitocondrial e fragmentacdo de DNA, a partir da incubacdo das células com
determinados inibidores de caspases (Jimenez-Ruiz e cols, 2010), evidenciando o papel das
caspases na morte celular de protozoarios.

Eucariotos unicelulares apresentam diversas vias de transdugdo de sinais apoptoticos
remanescentes das células de metazoarios. A maioria dessas vias sdo ativadas por estresse

celular e desencadeiam o processo de apoptose a partir da perda do potencial de membrana
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mitocondrial. Essas vias de transducdo possivelmente existem em todas as espécies de
eucariotos unicelulares que possuem mitocondria (Shemarova, 2010).

Recentemente, foi descrito em metazoarios uma nova via apoptotica independente de
caspases, realizada com a participacdo de proteinas mitocondriais aptas a translocacao
nuclear. Em mamiferos essa via € ativada em casos de inibicdo das enzimas chave dos
mecanismos de caspases. Alguns elementos da via independente de caspases tem sido descrito
em protistas, mas seu papel no processo apoptotico ainda ndo foi completamente esclarecido
(Shemarova, 2010).

Diversos estudos tém demonstrado a ocorréncia de apoptose em Leishmania em
resposta a diferentes compostos antileishmaniais (Tab. 1.1). A maioria desses estudos foram
realizados in vitro (Shaha, 2006).

Tabela 1.1 — Resumo dos marcadores utilizados para analisar o fendtipo apoptotico em

protozoarios Leishmania sob diferentes estimulos

Parasito Caracteristica apoptoética Estimulo

Leishmania amazonensis Exposicéo de PS Metaciclogénese (Wanderley e cols, 2009)
(promastigotas)
Degradacdo de DNA Choque térmico (Moreira e cols, 1996);

Condensacao da cromatina  Choque térmico (Moreira e cols, 1996)

Leishmania amazonensis Degradagdo de DNA Oxido nitrico (NO) (Holzmuller e cols, 2002)

(amastigotas)

Leishmania donovani Exposigdo de PS Miltefosina (Paris e cols, 2004); Analogo da glicosil
(promastigotas) dihidropiridina (GDA) (Kaur e cols, 2009); Aloe vera
(Dutta e cols, 2007a); Derivado etanolamina da
diospirina (Mukherjee e cols, 2009); Artemisinina (Sen
e cols, 2007a); 3,3"-diindolilmetano (DIM) (Roy e cols,
2008); Diidropirimidona (DHPM) (Singh e cols,
2009); Racemosideo A (Dutta e cols, 2007a);
Curcumina (Das e cols, 2008); cloridrato de peganina
desidratado (Misra e cols, 2008); Camptotecina (Sen e
cols, 2004a); Berberina (Saha e cols, 2009)
AlteracOes no AY, GDA (Kaur e cols, 2009); Witaferina A (Sen e cols,
2007b); Aloe vera (Dutta e cols, 2007a); Diospirina,
Derivado etanolamina da diospirina (Mukherjee e cols,
2009); Artemisinina (Sen e cols, 2007a); DIM (Roy e
cols, 2008); DHPM (Singh e cols, 2009); H,0, (Das e
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Producdo de ROS

Peroxidacéo Lipidica

Diminuicdo dos niveis de
ATP

Liberacdo de citocromo ¢

Atividade de caspases

Degradacdo de DNA

Retracdo celular

Condensacédo da cromatina
Blebs
Corpos pré-apoptéticos

2++

Participacéo de ions Ca

cols, 2001); Racemosideo A (Dutta e cols, 2007b);
cloridrato de peganina desidratado (Misra e cols,
2008); BCL 2008);
Camptotecina (Sen e cols, 2004a; Sen e cols, 2004b);
Berberina (Saha e cols, 2009)

GDA (Kaur e cols, 2009); Witaferina A (Sen e cols,
2007b); DIM (Roy e cols, 2008); Curcumina (Das e
cols, 2008); BCL (Bosedasgupta e cols, 2008);
Camptotecina (Sem e cols, 2004a; Sen e cols, 2004b);
Berberina (Saha e cols, 2009)

DIM (Roy e cols, 2008); Curcumina (Das e cols,
2008); Camptotecina (Sen e cols, 2004b)

DIM (Roy e cols, 2008); Camptotecina (Sen e cols,
2004a)

Witaferina A (Sen e cols, 2007b); Aloe vera (Dutta e
cols, 2007a); DIM (Roy e cols, 2008); Curcumina (Das
e cols, 2008); Camptotecina (Sen e cols, 2004b)
Miltefosina (Paris e cols, 2004); Witaferina A (Sen e
cols, 2007b); DIM (Roy e cols, 2008); H,O, (Das e
2001); 2008);
Camptotecina (Sen e cols, 2004a; Sen e cols, 2004b)
Miltefosina (Paris e cols, 2004; Verma e cols, 2004);
GDA (Kaur e cols, 2009); Witaferina A (Sen e cols,
2007a); Aloe vera (Dutta e cols, 2007a); Diospirina,

(Bosedasgupta e  cols,

cols, Curcumina (Das e cols,

Derivado etanolamina da diospirina (Mukherjee e cols,
2009); Artemisinina (Sen e cols, 2007a); Choque
térmico (Raina e cols, 2006); DHPM (Singh e cols,
2009); H,0, (Das e cols, 2001); Racemosideo A (Dutta
e cols, 2007b); Curcumina (Das e cols, 2008);
Cloridrato de peganina desidratado (Misra e cols,
2008); BCL 2008);
Camptotecina (Sen e cols, 2004a; Sen e cols, 2004b);
Berberina (Saha e cols, 2009)

Miltefosina (Paris e cols, 2004); H,O, (Das e cols,
2001); Racemosideo A (Dutta e cols, 2007b)

Choque térmico (Moreira e cols, 1996);

(Bosedasgupta e  cols,

Choque térmico (Raina e cols, 2006);
Choque térmico (Raina e cols, 2006)
Choque térmico (Raina e cols, 2006); H,0O, (Das e
2001); 2008);

Camptotecina (Sen e cols, 2004a)

cols, Curcumina (Das e cols,
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AlteracBes no AYy,

Tartaro de antimonio e potassio (PTA) (Sudhandiran e
cols, 2003); Curcumina (Das e cols, 2008)

Leishmania donovani
(Amastigotas

intracelulares)

Degradacdo de DNA

Exposicdo de PS
2++

Participacéo de ions Ca

AlteracBes no AV,

Miltefosina (Verma e cols, 2004), PTA (Sudhandiran e
cols, 2003); GDA (Kaur e cols, 2010); cloridrato de
peganina desidratado (Misra e cols, 2008)

PTA (Sudhandiran e cols, 2003)

PTA (Sudhandiran e cols, 2003)

GDA (Kaur e cols, 2010)

Leishmania infantum

(Promastigotas)

Exposicédo de PS

Alterac6es no AY,

Atividade de caspases

Degradacdo de DNA

Choque térmico (Alzate e cols, 2006)

Edelfosina (Alzate e cols, 2008); Choque térmico
(Alzate e cols, 2006)
Edelfosina (Alzate e cols, 2008); Choque térmico
(Alzate e cols, 2006)
Edelfosina (Alzate e cols, 2008); Choque térmico
(Alzate e cols, 2006)

Leishmania infantum

(Amastigotes axénicas)

Degradacdo de DNA

Sh(l11) (Sereno e cols, 2001)

Leishmania major

(Promastigotas)

Degradacdo de DNA

Retracéo celular
Exposi¢do de PS
AlteracOes no AY,
Liberacdo de citocromo ¢
Degradacdo de DNA

Falta de nutrientes; fase estacionaria (Zangger e cols,
2002)

Estaurosporina (Arnoult e cols, 2002)

Estaurosporina (Arnoult e cols, 2002)

Estaurosporina (Arnoult e cols, 2002)

Estaurosporina (Arnoult e cols, 2002)

Estaurosporina (Arnoult e cols, 2002)

Leishmania Mexicana
(Amastigotes e

promastigotas)

Degradagdo de DNA

Falta de nutrientes; fase estacionaria (Zangger e cols,
2002)
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os possiveis mecanismos de acdo da LQB-118 sobre Leishmania amazonensis,

identificando as organelas alvo e os eventos bioquimicos envolvidos na morte dos parasitos.

Obijetivos Especificos

Determinar a razdo de seletividade da LQB-118 sobre L. amazonensis em relacdo a
célula hospedeira;

Avaliar as alteragdes morfoldgicas ultraestruturais induzidas pela LQB-118 em
promastigotas de L. amazonensis;

Estudar o efeito da LQB-118 sobre a integridade de membrana e o tamanho celular de
promastigotas de L. amazonensis;

Estudar a inducdo pela LQB-118 dos indicadores classicos de apoptose em L.

amazonensis.
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3. MATERIAL E METODOS

Farmacos

O prototipo LQB-118 foi elaborado e sintetizado no Laboratério de Quimica
Bioorganica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, pelo grupo do professor Paulo Costa.
Essa substancia foi preparada em duas etapas, a partir de lausona e o-iodofenol, disponiveis
comercialmente, como descrito previamente (Netto e cols, 2009). Pentamidina (Sideron,
Laboratotios Filaxis S.A., Buenos Aires, Argentina), curcumina (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), camptotecina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), estaurosporina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) e miltefosina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foram comercialmente

adquiridos.

Manutencéo e cultivo dos parasitos

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB 0016)
foram mantidas a 26°C em meio Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 g/mL de estreptomicina, e 100 U/mL de penicilina.
Para manutencdo dos parasitos foram feitos repiques duas vezes por semana até a décima
passagem. Os parasitos foram obtidos rotineiramente de lesdo de camundongos BALB/c, e
mantidos in vitro como promastigotas até, no maximo, a décima passagem. Todos 0S
protocolos usados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica da Fundacio
Oswaldo Cruz (P-32/09-5).

Atividade antiamastigota e ensaio de citotoxicidade

Macrofagos peritoneais residentes de camundongos Suicos foram retirados em meio
RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), plagueados em laminas Lab-Tek (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) e incubados a 37°C em estufa de CO, 5% por 1 hora. Posteriormente,
promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria foram adicionadas na proporcdo 3:1
(parasito/macrdfago), e as culturas incubadas por mais 3 horas. Apds a incubacéo, as laminas
foram lavadas trés vezes com meio RPMI pré-aquecido para remover os parasitos livres. Em
seguida, 400uL de diferentes concentracfes de LQB-118 em meio RPMI foram adicionados

em duplicata por 24, 48 e 72 horas.
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As laminas foram coradas com o sistema de corantes hematoldgicos Instant Prov
(Newprov, Curitiba, Brasil) e analisadas por microscopia de luz para observacao do efeito da
LQB-118 sobre a carga parasitaria e sobre os macrofagos.

Adicionalmente, para avaliar a toxicidade do prototipo, macrofagos peritoneais
murinos (2XlO6 em 200 pL) foram plaqueados em placas de cultura de 96 pogos e incubados
com LQB-118 (1,25-40uM) em meio RPMI por 72 horas a 37°C em estufa de CO, 5%. Apds
a incubacdo, o meio de cultura com LQB-118 foi retirado e descartado, as células foram
lavadas com PBS e incubadas com solucgéo de azul de trypan 0,4% em volume suficiente para
cobrir o fundo dos pogos da placa. A porcentagem de células viaveis foi determinada a partir
da quantificagdo por microscopia de luz de, no minimo, 200 macr6fagos por amostra. As
células foram contadas diferencialmente, sendo que células sem coloracdo foram consideradas
viaveis e células coradas em azul, inviaveis. A significancia das propor¢des das médias das
triplicatas foi analisada pelo teste t de Student. Foi considerado estatisticamente significativo
p<0,05.

Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia de promastigotas de Leishmania amazonensis tratadas ou ndo com LQB-
118 e as alteracOes sobre a superficie dos parasitos foram comparativamente avaliadas por
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para as analises morfol6gicas, foram
processados parasitos incubados com 2,5uM e 5uM de LQB-118 por 72 horas. Parasitos nao
tratados foram processados como controle.

Apbs 72 horas, as células foram centrifugadas, lavadas em PBS e fixadas em
paraformaldeido a 1% e glutaraldeido a 1% diluidos em tampdo fosfato (0,1M, pH 7,3)
durante 1 hora em temperatura ambiente (Karnovsky e cols, 1965). Apés esse periodo, as
células foram lavadas duas vezes e o material mantido em tampéao fosfato foi acondicionado
em refrigerador (4°C). Pequenos fragmentos de laminulas, com superficie aproximada de
0,5cm x 0,5cm, foram obtidos com o auxilio de uma caneta de diamante. Os fragmentos de
laminula foram cobertos com poli-L-lisina (Sigma) e posteriormente utilizados para adeséo
das promastigotas fixadas. As promastigotas aderidas aos fragmentos de laminulas foram pés-
fixadas com tetroxido de 6smio a 1% em tampao fosfato por 1 hora, lavadas, desidratadas em
séries crescentes de etanol e submetidas a secagem em ponto critico de CO,. Posteriormente,
as amostras foram metalizadas com ouro e o material foi analisado no microscopio eletronico

de varredura (DSM 950, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) no Centro de Microscopia Eletronica
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(CEMEL) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

Analises morfométricas por microscopia eletronica de varredura e citometria de fluxo

Além das andlises qualitativas, medidas quantitativas foram realizadas nas
micrografias eletronicas obtidas por MEV utilizando-se o programa de computador ImageJ
(National Institutes of Health, USA). O comprimento médio do corpo celular e flagelo das
promastigotas foram determinados pela analise de 123 células de amostras controle, 74 e 134
células de amostras tratadas com 2,5 e 5uM de LQB-118, respectivamente. A medida do
tamanho das promastigotas foi baseada no comprimento total do parasito (corpo celular +
flagelo) em micrémetros (um). Os dados das medidas dos diferentes grupos foram
comparados pelo teste ANOVA (p<0,01) e sdo apresentados como a média do tamanho:sem.

O tamanho dos parasitos também foi avaliado por citometria de fluxo. Promastigotas
de L. amazonensis foram incubadas com 2,5, 5 e 10uM de LQB-118 por 48 horas. As células
foram centrifugadas e a concentracdo de parasitos foi ajustada para 1x10° células/ml em PBS.
A morfologia das promastigotas foi avaliada por citometria de fluxo de acordo com a
dispersdo (forward light scatter - FSC) ou refracdo da luz do laser pelas células (side light
scatter - SSC). Dot-plots biparamétricos do volume (FSC) e granularidade (SSC) celular
foram utilizados para avaliar os aspectos morfoldgicos das promastigotas. Os dados foram
adquiridos no citdbmetro FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, EUA) equipado com o
programa de computador Cell Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Jose,
EUA). Um total de 10000 eventos foram adquiridos em uma regido previamente estabelecida
como correspondente as formas promastigotas de L. amazonensis. Os dados foram analisados

usando-se o programa de computador Summit v4.3 (Dako, Inc. CO, USA).

Microscopia eletronica de transmisséo

As alteragdes ultraestruturais induzidas pela LQB-118 sobre os parasitos também
foram analisadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Foram processados
promastigotas tratadas com 2,5uM de LQB118 por 72 horas ou com 10uM de LQB118 por 24
horas. Parasitos sem tratamento foram processados como controle.

Os parasitos foram fixados em paraformaldeido a 1% e glutaraldeido a 1% diluidos em
tampéo fosfato (0,1M, pH 7,3), overnight a 4°C, como descrito anteriormente (Karnovsky e

cols, 1965). As celulas foram lavadas em tampéo fosfato e os pellets foram incluidos em agar
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3% (Merk, Darmstad, Alemanha). Esses pellets foram pos-fixados em uma mistura de tampé&o
fosfato com 1% de tetroxido de 6smio e 1,5% de ferrocianeto de potéssio por uma hora,
desidratados em séries crescentes de etanol e incluidos em resina (PolyBed 821, Poly-
sciences) (Melo, 1999). Cortes ultrafinos do material foram obtidos com faca de diamante em
ultramicrétomo (Sorvall MT2, Newton, MA, EUA). Os cortes foram corados com acetato de
uranila e citrato de chumbo e analisados em microscopia eletronica de transmissdo (EM 10,
Zeiss, Oberkochen, Alemanha), no Centro de Microscopia Eletronica (CEMEL) do Instituto

de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
Anélises quantitativas por microscopia eletrénica de transmissao

Além das andlises qualitativas foi realizado um estudo quantitativo nas micrografias
eletronicas obtidas por MET. Alteracbes morfoldgicas tipicas de apoptose, referentes a
modificagdes observadas na estrutura mitocondrial e nuclear, foram quantificadas nas seccgoes
de diferentes promastigotas. Foram avaliados 78 cortes de parasitos controle e tratados com
LQB-118. Os resultados dessas analises foram expressos como percentual de células que

apresentou determinada alteracdo em cada grupo avaliado.

Avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmatica de promastigotas de L.

amazonensis tratadas com LQB-118

Promastigotas de L. amazonensis (1x10°) tratadas por 48 horas com 2,5, 5 e 10uM de
LQB-118 foram incubadas com 30ug/ml de iodeto de propideo (PI) por 15 minutos e
mantidas no gelo até o momento da analise (Santoro e cols, 2007). O controle positivo de lise
foi obtido pelo aquecimento das promastigotas em banho maria a 65° C durante 10 minutos.
Os dados foram adquiridos no citdmetro FACSCalibur equipado com o programa de
computador Cell Quest. Um total de 10000 eventos foi adquirido em uma regido previamente
estabelecida como correspondente as formas promastigotas de L. amazonensis. Os dados

foram analisados usando-se o programa de computador Summit v4.3.

Andlise da externalizacdo de fosfatidilserina em promastigotas de Leishmania

amazonensis e macrofagos

Promastigotas de L. amazonensis foram incubadas com diferentes concentracdes de

LQB-118 por 24 horas e posteriormente, a exposi¢ao de fosfatidilserina (PS) nesses parasitos
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foi avaliada utilizando-se o Kit de deteccdo de apoptose anexina-V-FITC (BD Biosciences,
San Diego, EUA). Miltefosina (20uM) foi utilizada como controle positivo do experimento.
As células foram lavadas em PBS e 2x10° parasitos foram ressupendidos em 100uL de
solucdo de anexina-V-FITC (100uL do tampéo de calcio, contendo 1uL de anexina-V-FITC).
Apo6s 20 minutos de incubacdo no escuro, 300uL do tampdo de célcio (contendo 0,5uL de
iodeto de propideo) foram adicionados as células.

Macréfagos peritoneais residentes de camundongos foram retirados em meio RPMI,
plaqueados em placas de 24 pocgos (Nunc) e incubados a 37°C em estufa de CO, 5% por 1
hora para possibilitar a adeséo celular. Posteriormente, os pocos foram lavados para remocao
das células ndo aderidas e incubados com diferentes concentracdes de LQB-118 (2,5; 5 e
10uM) em triplicatas por 24 horas. Apos a incubacdo, a placa foi colocada sobre uma camada
de gelo e as células foram destacadas por raspagem. As células foram marcadas com o Kit de
deteccéo de apoptose Annexin-V-FITC como descrito para promastigotas.

Os dados foram adquiridos no citometro FACSCalibur equipado com o programa de
computador Cell Quest e analisados analisados usando-se o programa de computador Summit
v4.3.

Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥n,) de promastigotas de L.

amazonensis e macrofagos tratados com LQB-118

O AVY,, de promastigotas de L. amazonensis tratadas com diferentes concentragdes de
LQB-118 (2,5; 5 e 10uM) foi avaliado por citometria de fluxo (rodamina 123),
espectrofluorimetria (JC-1) e microscopia de fluorescéncia (Mitocapture). O AYr, de parasitos
incubados com os indutores de apoptose estaurosporina (4uM), camptotecina (50uM) e
curcumina (25uM) também foi avaliado e utilizado para comparagé&o.

Ensaio por citometria de fluxo - A funcionalidade mitocondrial das promastigotas
foi avaliada por citometria de fluxo utilizando-se a sonda fluorescente rodamina 123. Os
parasitos foram cultivados por 24 horas na presenga ou auséncia de diferentes concentragdes
de LQB-118. As células (5x10°%) foram incubadas com 10pg/mL de rodamina 123 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) por 20 minutos em temperatura ambiente e no escuro. Os dados
foram adquiridos utilizando-se o canal FL-1 (sensivel a detec¢des na faixa de 515 a 530 nm)
do citbmetro de fluxo FACSCalibur e analisados pelo programa de computador Summit v4.3).

Alteracdes na intensidade de fluorescéncia da rodaminal23 foram quantificadas a

partir do Indice de Variaco (1V) obtido pela equacio (Mt - Mc)/Mc, na qual My corresponde
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a mediana de fluorescéncia para parasitos tratados e Mc a mediana de fluorescéncia para
parasitos controle. Os valores negativos de IV correspondem & despolarizacdo da membrana
mitocondrial (Menna-Barreto e cols, 2009).

Macrofagos peritoneais residentes de camundongos foram retirados em meio RPMI,
plaqueados em placas de 24 po¢os (Nunc) e incubados a 37°C em estufa de CO, 5% por 1
hora para possibilitar a adeséo celular. Posteriormente, os pocos foram lavados para remocao
das células ndo aderidas e incubados com diferentes concentracdes de LQB-118 (2,5 e 5uM)
em triplicatas por 24 horas. Apos a incubacéo as células foram destacadas por raspagem, com
a placa colocada sobre uma camada de gelo, marcadas com rodamina 123 (10ug/mL) e
analisadas por citometria de fluxo.

Ensaio por espectrofluorimetria - Apos 24 horas de incubagdo com as substancias,
as células foram lavadas em PBS e 2x10° parasitos foram transferidos para tubos (eppendorf)
e ressupendidos em 1 mL de tampdo Hank's Balanced Salt Solution (HBSS). Em seguida
foram adicionados 10uL do corante JC-1 (iodeto de 5,5,6,6 -tetraclorol,17,3,3"-
tetraetilbenzimidazolocarbocianina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (10ug/mL) e as células
foram incubadas por 10 minutos protegidas da luz. Apds a incubacdo, as células foram
centrifugadas por 20 minutos, ressuspendidas em 1 mL de HBSS e transferidas em triplicatas
para placas negras de 96 pogos (200uL por pogo). A emisséo de fluorescéncia foi avaliada em
fluorimetro nos comprimentos de onda 480/485 e 530/590nm de excitacdo e emissao,
respectivamente. A razdo entre a fluorescéncia vermelha/verde (590/530) representa o
potencial mitocondrial (Roy e cols, 2008). As analises estatisticas foram realizadas no
programa de computador Graph Pad Prism. Os dados foram comparados pelo teste ANOVA
(p<0,05) com pos-teste de Dunnett's.

Ensaio por microscopia de fluorescéncia - Para confirmar e ilustrar as alterages no
A¥n, de L. amazonensis tratadas com LQB-118 os parasitos foram visualizados por
microscopia de fluorescéncia, ap6s a marcagdo com o kit de deteccdo de apoptose
Mitocapture™ (Biovision, Mountain View, EUA). Os sinais de fluorescéncia foram
detectados utilizando-se o filtro dual band-pass. Parasitos foram tratados com 5uM de LQB-
118 por 24 horas e processados para visualizagdo em microscopio de fluorescéncia. Apds a
incubagdo com LQB-118, as células foram lavadas em PBS e a concentragéo foi ajustada para
2x10’/mL. As promastigotas foram cuidadosamente misturadas a uma matriz de agarose a
1,25% (Pierce, Rockford, EUA), em uma propor¢do de 1:3 (20 uL de células : 60ul de
agarose) e espalhadas sobre laminas (aproximadamente 20uL por lamina). Uma camara de

perfusdo (CoverWell™, Grace Bio-Labs, Bend, EUA) foi colocada sobre as celulas e em
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seguida PBS foi adicionado a camara para manter a umidade (Melo e cols, 2005; Melo e cols,
2009). Todo o procedimento de lavagem e coloragdo das células foi realizado nesta camara.
As células foram lavadas com 400uL de PBS, incubadas no escuro por 20 minutos com
300uL do tampdo do kit + 0,3uL do corante mitocapture diluido e lavadas novamente com
300uL do tampédo do kit. Posteriormente a camara foi removida e as ldaminas montadas em
meio aquoso. As andlises foram realizadas por microscopia de fluorescéncia em microscopio

Olympus (Provis, Olympus, Melville, EUA) em filtro dual band-pass.
Avaliacado do ciclo celular de promastigotas tratadas com LQB-118

Promastigotas (1x10°) tratadas com 2,5, 5 e 10uM de LQB-118 por 24 horas foram
fixadas em 1mL de etanol 70% e mantidas a -20°C durante 1 hora. As células foram
centrifugadas e o pellet foi ressuspendido e incubado por 1 hora a 37° C em 500uL de RNAse
(200ug/mL) solubilizada em PBS. Posteriormente 20uL de Pl (40ug/mL) foram adicionados
e as células foram incubadas no escuro por 20 minutos em temperatura ambiente
(Sen;Bandyopadhyay e cols, 2007). Os dados foram adquiridos no citdmetro FACSCalibur
equipado com o programa de computador Cell Quest. Um total de 10000 eventos foi
adquirido em uma regido previamente estabelecida como correspondente as formas
promastigotas de L. amazonensis. Os dados foram analisados no programa de computador

Summit v4.3.

Avaliacao da ocorréncia de fragmentacdo de DNA em promastigotas tratadas com LQB-
118

A ocorréncia de fragmentacdo de DNA nas promastigotas de L. amazonensis tratadas
com LQB-118 foi detectada pelo ensaio TUNEL (terminal deoxynucleotidyl tranferase-
mediated deoxyuridine triphosphate biotin nick end-labeling) utilizando-se um kit comercial
(DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System, Promega, Madison, EUA).

Promastigotas de L. amazonensis foram incubadas com diferentes concentracdes de
LQB-118 por 24 e 48 horas. Células ndo tratadas com LQB-118, foram incubadas com DNase
(5ug/mL, 10 minutos, temperatura ambiente) e utilizadas como controle positivo.

O procedimento utilizado para verificar a indugdo de fragmentagdo de DNA pela
LQB-118 nas promastigotas foi realizado de acordo com as instru¢es do fabricante, com
pequenas modificacBes. As células (1x10’) foram lavadas duas vezes em PBS e incubadas

com 1mL de solucdo de fixacao/permeabilizacdo (eBioscience, San Diego, EUA) por 30
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minutos a 25°C. Em seguida, as células foram lavadas novamente, ressuspendidas em PBS e
transferidas para ependorfs. As células foram centrifugadas, ressuspendidas e mantidas em
80uL do tampao de equilibrio fornecido pelo kit por 5 minutos. Apds esse periodo, as células
foram centrifugadas novamente e ressuspendidas em 51ul do tamp&o de marcacdo (45uL do
tampé&o de equilibrio, 5uL da mistura de nucleotideos acoplados ao FITC e 1uL da enzima
TdT), no qual foram mantidas por 1 hora a 37°C. A reacéo foi interrompida pelo acréscimo de
1mL de EDTA (20mM), as células foram centrifugadas e ressuspendidas em 1ml de solucéo
de BSA (5mg/ml) + 0,1% de Triton-X-100. Posteriormente as células foram ressuspendidas
em 500uL de uma solugdo de RNase (250ug/mL) em PBS. Os dados foram adquiridos no

citdmetro de fluxo FACSCalibur e analisados pelo programa de computador Summit v4.3.

Avaliacdo da inducgdo de fragmentacdo de DNA em amastigotas intracelulares de L.
amazonensis pela LQB-118

A fragmentacdo do DNA de amastigotas e macrofagos infectados foi avaliada em
microscopia de fluorescéncia utilizando-se o Kit de Detec¢do de morte celular in situ, POD
(Roche, Mannhein, Alemanha). Macréfagos peritoneais residentes de camundongos foram
obtidos e infectados como descrito no tépico 3.3. Em seguida, 400uL de diferentes
concentracdes de LQB-118 (2,5, 5 e 10uM) em meio RPMI foram adicionados em duplicata
por 48 horas. As celulas nas Lab-Teks foram fixadas com paraformaldeido 4% por 10
minutos, lavadas com PBS e incubadas com solucdo bloqueadora (3% de H,O, em metanol)
por mais 10 minutos. Em seguida as células foram lavadas e permeabilizadas em solu¢do com
0,1% de Triton X-100 e 0,1% de citrato de sodio por 2 minutos no gelo. As células foram
lavadas novamente e cada poco das Lab-Teks foi marcado com 16uL da solugdo de TUNEL.
Para garantir a uniformidade da marcacdo as laminas foram cobertas com laminulas plasticas
removiveis. Controles negativos foram realizados seguindo-se 0 mesmo procedimento, porém
sem a incorporagdo da enzima TdT. Controles positivos foram realizados incubando-se as
células com 10ug/ml de DNase antes do processo de fixacdo. As ldaminas foram montadas em
meio Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, EUA) e analisadas em microscépio de

fluorescéncia (Axio Observer, Zeiss, Gottingrn, Alemanha).
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4. Resultados

LQB-118 néo interfere com a viabilidade de macrofagos nas concontracdes eficazes

contra Leishmania amazonensis

A viabilidade de macrofagos peritoneais murinos ndo-infectados, mas tratados com
LQB-118 também foi verificada a partir do ensaio com azul de Trypan. As células foram
incubadas com concentragfes de até 40uM de LQB-118 por 72 horas. A viabilidade dos
macrofagos ndo foi afetada por concentragdes de até 10uM de LQB-118 (Figura 4.1). A LDsg
da LQB-118 sobre macréfagos foi de 18,46M, concentracdo 12 vezes maior do que o ICs

em amastigotas intracelulares.
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Figura 4.1 - LQB-118 nao interfere na viabilidade de macréfagos na faixa de eficacia. Macréfagos
peritoneais murinos foram incubados com vérias concentragdes de LQB-118 (1,25 - 20 uM) por 72 horas. A
viabilidade macrofagica foi avaliada pela contagem de pelo menos 100 células usando o corante azul de tripan.
Os pontos representam a médiat SD e o gréfico obtido no programa Graphpad Prism 5 é representativo de trés

experimentos. Foi utilizado One-Way ANOVA e 0 pOs-teste de Dunnett’s, *** P<0,001 em relagdo ao controle.

LQB-118 é seletivamente citotdxica para amastigotas intracelulares de L. amazonensis

A citotoxicidade seletiva da LQB-118 sobre as amastigotas de L. amazonensis no
interior dos macrofagos foi investigada. Macrdfagos peritoneais de camundongos infectados
com L. amazonensis e tratados com varias concentraces de LQB-118 por 24 horas, ndo
apresentaram alteracdes morfoldgicas a microscopia de luz. Além disso, durante os ensaios
antiamastigota, ndo foi observado efeito toxico aparente observacGes realizadas por
microscopia Optica demonstraram que a LQB-118 nas concentra¢Bes ativas ndo possui efeito

toxico aparente sobre a aderéncia de macréfagos (Fig. 4.2).
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Figura 4.2 — Fotomicrografia demonstrando a seletividade da LQB-118 sobre amastigotas intracelulares.

Macrofagos peritoneais murinos foram infectados com L. amazonensis e incubados com vérias concentragdes (0
- 10 pM) de LQB-118. Apds 24 horas, as laminas foram coradas com Panétipo rapido e analisadas em
microscopio Optico. Macrofagos infectados e tratados com LQB-118 apresentam reducdo no nimero de
amastigotas intracelulares sem apresentar alteragdes morfolégicas tipicas de toxicidade, como arredondamento

ou perda de adesdo as laminas.
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Promastigotas de L. amazonensis apresentam alterac6es morfologicas caracteristicas de

apoptose apés o tratamento com LQB-118

- Alteracdes observadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para investigar os eventos celulares induzidos pela LQB-118 sobre a superficie
promastigotas de L. amazonensis, 0s parasitos foram incubados com 2,5 e 5uM de LQB-118
por 72 horas e as alteragdes morfologicas foram analisadas por MEV.

As células tratadas com LQB-118 apresentaram-se bastante alteradas (Fig. 4.3c-f)
quando comparadas as células controle (Fig. 4.3a-b). Estas se apresentaram tipicamente
alongadas e com flagelos bem caracterizados. O tratamento com LQB-118 induziu alteragdes
morfologicas concentracao-dependentes nos parasitos (Fig. 4.3a,c,d). O tratamento com
2,5uM de LQB-118 induziu arredondamento e diminui¢do do comprimento do corpo celular e
do flagelo de nimero significativo de promastigotas (Fig. 4.3c). Quando tratadas com 5uM do
composto, as altera¢cbes morfoldgicas induzidas na superficie dos parasitos tornaram-se mais
evidentes e a grande maioria dos parasitos apresentaram-se ainda menores e mais
arredondados (Fig. 4.3d). Detalhes das ceélulas controle e tratadas com LQB-118 sdo
mostrados nas Figuras 4.3b e 4.3e-f, respectivamente. Enquanto as células do grupo controle
mostram-se filiformes e alongadas (Fig. 4.3b), as células tratadas com LQB-118 apresentaram
retracdo citoplasmatica, corpo celular arredondado e flagelos curtos (Fig. 4.3e-f) Além disso,
projecdes da membrana plasmatica também foram observadas nos parasitos tratados (Fig.
4.3f).

43



Fig. 4.3 - LQB-118 induziu alteragGes morfolégicas na superficie de promastigotas de L. amazonensis.
Promastigotas de L. amazonensis ndo tratadas (a-b) ou incubadas com LQB-118 [2,5uM (c) ou 5uM (d-f)] por
72 horas foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura. Imagens panoramicas das células controle (a)
e tratadas com 2,5uM (c) e 5uM (d) mostram o efeito desse prot6tipo sobre os parasitos. Detalhes de aspecto
filiforme das células controle (b) e aspecto arredondado das promastigotas tratadas sdo mostrados em maior
aumento. Observe o nitido encurtamento do corpo celular e flagelo (e-f). Retracdo celular (setas) e projecoes
membranosas (blebs) também foram observadas (f).
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— O tamanho celular de promastigotas de L. amazonensis é reduzido de maneira

concentracdo-dependente apds o tratamento com LQB-118

Analises morfométricas foram realizadas nas micrografias eletrénicas obtidas por
MEV. Para quantificar as alteracbes no tamanho do parasito, foram realizadas avaliacdes
morfométricas do comprimento total (corpo celular + flagelo) das promastigotas usando o
programa de computador Image J. As andlises revelaram que a LQB-118 induziu uma
reducdo significativa e dose dependente no tamanho dos parasitos apos o tratamento com
2,5uM e 5,0uM de LQB-118 (Fig. 4.4). Enquanto o grupo controle apresentou comprimento
total de 17,37 £0,40, nos grupos tratados 2,5uM e 5,0uM, essa média foi respectivamente de
13,76 £0,86 e 5,53 £0,27.
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Fig. 4.4 - A LQB-118 induziu redu¢do concentracdo-dependente no comprimento das promastigotas de L.
amazonensis. Analises quantitativas por microscopia eletrdnica de varredura mostraram reducdo significativa
no comprimento das promastigotas quando expostas a concentracdes gradativas de LQB-118. O comprimento
médio do corpo celular e flagelo das promastigotas foram determinados pela anélise de 123 células de amostras
controle, 74 e 134 células de amostras tratadas com 2,5 e 5uM de LQB-118, respectivamente. As analises foram
realizados usando-se o programa de computador Image J. As barras representam a médiat SD e o gréafico foi
obtido no programa Graphpad Prism 5. Foi utilizado One-Way ANOVA e o p6s-teste de Bofferoni, *** P<0,001
em relacdo ao controle e entre 0s grupos tratados.

A retracdo celular, caracteristica da morte apoptdtica em metazoarios, pode ser
analisada tanto por microscopia quanto por citometria de fluxo, com base nas mudancas nas
propriedades de espalhamento das células quando o feixe do laser é direcionado sobre elas

(Jimenez-Ruiz e cols, 2010). No citdmetro de fluxo um feixe de laser incide sobre cada célula
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de forma individual e é desviado em varias direcdes conforme a morfologia celular (tamanho,
estrutura interna, caracteristicas topograficas e densidade Optica de cada célula).

Dots bi-parametricos mostrando FSC (volume celular) e SSC (granularidade celular)
da populacdo sdo utilizados para detectar alteracdes no volume celular e tém sido empregados
para determinar a ocorréncia de retracdo celular associada com a morte de protozoarios
parasitos Leishmania (Jimenez-Ruiz e cols, 2010).

Promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com diferentes concentragdes de
LQB-118 (2,5; 5 e 10uM) por 48 horas e tiveram seus parametros morfolédgicos avaliados por
citometria de fluxo. Essas analises corroboraram os resultados obtidos por microscopia
eletrbnica, demonstrando que a LQB-118 induziu uma reducdo concentracdo-dependente no
tamanho celular dos parasitos, observada pelo desvio da populacdo celular para a esquerda da
linha de referéncia nos graficos de dispersdo (dot-plots) (Fig. 4.5). Pequenas alteracBes na
granularidade celular dos parasitos tratados com LQB-118 foram observadas.

A Tabela 4.1 mostra o percentual de células em cada regido dos graficos de dispersao.
A porcentagem de células na regido R4, correspondente as celulares menores e menos
granulosas, diminui quando as promastigotas sao tratadas com LQB-118. Em contrapartida, a
porcentagem de células presentes na regido R3 aumenta apos o tratamento com LQB-118,
indicando que essas células tiveram seus tamanhos reduzidos. A porcentagem de células
presentes nas regides R1 e R2, correspondentes as regides de maior granularidade, também
sofre um aumento discreto apds o tratamento com LQB-118.
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Fig. 4.5 - A LQB-118 induz retracdo celular nas promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas foram
incubadas com diferentes concentracdes de LQB-118 e seus pardmetros de tamanho e granularidade foram
avaliados por citometria de fluxo. Dot-plots biparamétricos de FSC (tamanho) x SSC (granularidade) mostram
que o tratamento com LQB-118 induz uma reducdo concentragcdo-dependente do tamanho dos parasitos. Os dot-

plots foram obtidos pelo programa de computador Summit v4.3.

Tabela 4.1 - Analise por citometria de fluxo do tamanho L. amazonensis tratadas com LQB-118

Regido de Controle 2,5uM de S5uM de 10pM de

células LQB-118  LQB-118  LQB-118
R1 0,23 0,30 3,23 0,43
R2 1,48 2,05 6,35 5,98
R3 24,43 59,54 76,37 61,49
R4 73,86 38,11 14,05 32,4

*Os valores representam o percentual de células em cada regido
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- Alteracdes observadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

As alteragdes subcelulares induzidas pela LQB-118 sobre as promastigotas de L.
amazonensis foram avaliadas por MET. No grupo controle, as células apresentaram-se
alongadas em cortes longitudinais e com organelas com aspecto caracteristico. As
mitocOndrias apresentaram-se com as cristas bem definidas e matriz elétron-licida. O ndcleo
apresentou-se com nucléolo evidente e com heterocromatina distribuida perifericamente ao
longo do envoltério nuclear. As demais organelas como complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico (RE), além de estruturas como a bolsa flagelar e o flagelo com microtibulos
organizados apresentaram aspecto normal (Fig. 4.6).

O tratamento das promastigotas com a menor concentracdo de LQB-118, 2,5uM,
induziu principalmente a desestruturacdo do complexo de Golgi, o qual perdeu o arranjo
tipico em cisternas paralelas (compare a Fig. 4.7a, com o controle, Fig. 4.6). Além disso, um
aumento no ndmero de vacuolos foi detectado no citoplasma dos parasitos tratados (Fig.
4.70). Em uma mesma seccdo, foram observados diversos vactolos com contetdo
principalmente elétron-lucido (Fig. 4.7b). Alteracdes na organizacdo dos microtubulos
subpeliculares ndo foram visualizadas (Fig. 4.7b, cabecas de seta).

Quando os parasitos foram incubados com 10uM de LQB-118, as alteracbes
morfolégicas se tornaram mais evidentes (Figs. 4.8, 4.9 e 4.10). Nessa concentracdo, 0
farmaco provocou retracdo celular, conforme observado previamente por MEV e as
promastigotas, que se apresentaram filiformes no grupo controle, tornaram-se arredondadas
(Fig. 4.9) e em alguns casos, com o citoplasma rarefeito (Fig. 4.8, asterisco).

A mitocondria do parasito tornou-se, de maneira geral muito dilatada, com matriz
elétron-densa e com cristas nitidamente desestruturadas (Fig. 4.8a,b, seta branca). Essa
organela mostrou-se particularmente afetada pelo tratamento com LQB-118. O reticulo
endoplasmatico, caracteristicamente visualizado nas células controle, (Fig. 4.6), foi raramente
observado, com sua estrutura tipica, nos cortes ultrafinos das células tratadas com 10uM de
LQB-118. Mesmo quando tratadas com concentragdes elevadas de LQB-118, os parasitos ndo
apresentaram desorganizac¢ao em seus microtubulos subpeliculares.

Em Leishmania, a estrutura morfoldgica do nucleo apoptético é semelhante a de
células de metazoarios (Moreira e cols, 1996). A maioria das celulas tratadas com 10uM de
LQB-118 apresentou caracteristicas nucleares tipicas de apoptose, principalmente
condensacdo da cromatina nuclear em massas bem delimitadas nas proximidades do
envoltorio do nucleo (Fig. 4.9). Além disso, raramente foi observada a desintegracdo do

nucleo. Aumento no tamanho da bolsa flagelar (Fig. 4.8a) e projecdes de membrana na
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superficie (blebs) dos flagelos, também foram observados (Fig. 4.10). Apesar das alteracdes
morfoldgicas observadas nas micrografias eletrénicas obtidas por MET, os parasitos tratados
com LQB-118 apresentaram-se com a membrana plasmatica bem delimitada sem
extravasamento de contetdo celular.

Analises quantitativas revelaram que 22,7% e 40% das células tratadas com 2,5uM de
LQB-118 apresentaram alteragdes nucleares e mitocondriais, respectivamente. Quando
tratadas com a maior concentragdo do composto, quase todas as promastigotas observadas
apresentaram essas alteracfes (100% das células tiveram alteracfes nucleares e 91,4% das
células apresentaram alteracdes mitocondriais) (Fig. 4.11).

Os resultados obtidos por MET mostram que promastigotas de L. amazonensis tratadas
com LQB-118 apresentaram alteracBes morfologicas tipicas das alteracBes apoptdticas
visualizadas em celulas de metazoarios. A Tabela 4.2 resume as principais alteracdes

morfoldgicas observadas nas promastigotas apds o tratamento com LQB-118.
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Fig. 4.6 — Aspectos ultraestruturais tipicos de promastigotas de L. amazonensis. Corte longitudinal de
promastigota em cultura mostrando aspecto filiforme e organelas celulares com morfologia tipica. Promastigotas
em cultura foram fixadas e processadas para microscopia eletrdnica de transmissdo. (cg, complexo de Golgi; n,

nGcleo; m, mitocdndria; re, reticulo endoplasmatico; f, flagelo).
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Fig. 4.7 - Alteragdes ultraestrutuais induzidas por 2,5uM de LQB-118 em promastigotas de L.
amazonensis. LBQ-118 afetou principalmente o complexo de Golgi do parasito (a) e induziu a formagéo de
diversos vacuolos no citoplasma das células (b). (cg, complexo de golgi; n, ncleo; m, mitocondria; re, reticulo
endoplasmatico; f, flagelo; as setas indicam os saculos do complexo de Golgi; as cabecas de seta indicam os
microtubulos subpeliculares). Promastigotas foram tratadas por 72 horas, fixadas e processadas para microscpia

eletronica de transmissao.
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Fig. 4.8 — Mitocdndrias de promastigotas de L. amazonensis sdo dramaticamente afetadas pelo tratamento
com 10pM de LQB-118. LBQ-118 provocou dilatacdo acentuada das mitocondrias (setas brancas),
desestruturagdo das cristas mitocondriais e agdo na matriz mitocondrial, a qual se apresentou elétron-densa.
Observe também a rarefacdo do citoplasma (asterisco) e retracdo celular nos parasitos, que se tornaram mais
aredondados. Note a tipica organizacdo trilaminar da membrana celular (a) e a organizagdo inalterada dos
microtubulos subpelicures (b, cabecas de seta). Promastigotas foram tratadas por 72 horas, fixadas e processadas

para microscopia eletrnica de transmissao.
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0,65pm
Fig. 49 — LQB-118 induz condensacdo da cromatina nuclear de promastigotas de L. amazonensis.

Micrografia eletrbnica panordmica (a) em maior aumento (b) mostram a intensa compactacdo da cromatina
nuclear, dentre outras alteracbes morfoldgicas resultantes do tratamento com LQB-118. Observe em (b) a
distribuicdo tipica da cromatina em massas agregadas na face interna do envoltério nuclear, uma das

caracteristicas da apoptose. Promastigotas foram tratadas por 24 horas, fixadas e processadas para microscopia
eletrbnica de transmissao.
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1,5um
Fig. 4.10 — LQB-118 induz formac¢do de blebs na membrana de promastigotas de L. amazonensis. O
tratamento com 10uM de LBQ-118 induziu a formacdo de protuberancias na membrana das promastigotas,
como pode ser observado por MET (a) e MEV (b).
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Fig. 4.11 — Anélise quantitativa das alteracGes ultraestrutuais induzidas pela LQB-118 em promastigotas
de L. amazonensis. LQB-118 induziu, de maneira concentracdo-dependente, aumento das alteracGes
morfologicas nas mitocondrias e nicleos de promastigotas. Dados foram comparados usando-se 0 programa de
computados Excel. Para quantificacdo das alteracBes 25 micrografias obtidas ao acaso por microscopia
eletrdnica de tansmissdo foram avaliadas. Nestas micrografias, um total de 78 cortes de parasitos foram
analisados e as organelas com ou sem alteracGes foram quantificadas.

54



Tabela 4.2 — Alteragdes morfoldgicas desencadeadas pela LQB-118 em promastigotas

Caracteristica 2,5uM de LQB-118 10uM de LQB-118
Formato levemente arredondado arredondado
Citoplasma normal Rarefeito
Mitocondria matriz elétron-densa em algumas  dilatadas, com matriz elétron-
celulas densa e cristas desestruturadas

] . néo visualizado na maioria das
Reticulo endoplasmatico normal .
células

nao visualizado na maioria das

Complexo de Golgi desestruturado )
células

condensacgdo da cromatina em condensagdo da cromatina na

Nucleo , - ]
algumas células maioria das células
Membrana plasmatica normal normal
Microtubulos ) .
] normais normais
subpeliculares
Blebs ausentes presentes

LQB-118 nao interfere com a integridade de membrana dos parasitos tratados

Uma das caracteristicas tipicas da morte celular apoptética ¢ a manutencdo da
integridade das membranas celulares. O rompimento das membranas plasmaticas com
extravasamento do contetido celular é um evento caracteristico da necrose (Galluzzi e cols,
2007). Micrografias obtidas por MET mostraram que mesmo células em estagios mais
avancados de morte celular ndo apresentaram rompimento em suas membranas plasmaticas,
que se mantiveram morfologicamente integras (Fig. 4.8).

Para confirmar as observacGes ultraestruturais que demonstraram que o tratamento
com LQB-118 ndo induz alteracbes nas membranas das promastigotas, a integridade de
membrana dos parasitos tratados também foi avaliada por citometria de fluxo utilizando-se o
corante vital iodeto de propideo (Pl). O Pl é um agente intercalante de DNA que néo
atravessa membranas celulares integras, auxiliando na identificagdo do tipo de morte celular
que foi desencadeado nas células. A marcagdo com este corante é assim um método eficiente
para deteccdo de alteracbGes na integridade das membranas celulares (Silva e cols, 2001;
Elmore, 2007).
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O tratamento com LQB-118 por 48 horas nédo altera a integridade de membrana das
promastigotas de L. amazonensis. As células tratadas com este protdtipo, assim como as
promastigotas ndo tratadas utilizadas como controle do experimento, ndo apresentaram
marcacgdo para o iodeto de propideo (Fig. 4.12). Celulas aquecidas a 65°C foram utilizadas
como controle positivo. Esses resultados indicam que as células tratadas com LQB-118 ndo

estdo morrendo por necrose, ja que mantiveram integras as suas membranas.

Controle
Controle Positivo (65° C / 10 min)
2,5 uM de LQB118
5,0 uM de LQB118
10,0 uM de LQB118

Eventos
1

u T
10° 10' 10? 10° 10°
Pl

Figura 4.12 - A LQB-118 ndo altera a integridade de membrana das promastigotas de L. amazonensis apés

48 horas de tratamento. Promastigotas foram tratadas com diferentes concentracdes de LQB-118 (2,5; 5 ¢
10uM) durante 48 horas e posteriormente coradas com iodeto de propideo (PI). Analises por citometria fluxo das
promastigotas mostraram que as células tratadas ndo incorporam o PIl, mantendo, portanto, suas membranas
integras. Como controle positivo para necrose, as células foram aquecidas a 65°C por 10 minutos em banho
maria, e mostraram intensa marcacao para Pl. O histograma foi obtido no programa de computador Summit v4.3

e é representativo de trés experimentos.

LQB-118 induz seletivamente a externalizacdo de fosfatidilserina em promastigotas de

L. amazonensis

A translocacdo de fosfatidilserina (PS) da camada interna para a camada externa da
membrana plasmatica é uma alteracao recorrente durante a morte celular programada (Taatjes
e cols, 2008). Anexina V é uma proteina que se liga a fosfolipideos de maneira Ca2+
dependente e que apresenta afinidade por PS. Como a anexina-V pode se ligar a PS na face
interna da membrana de células necroticas, devido a perda da integridade de membrana
durante este processo, uma marcacdo com iodeto de propideo (PI) também € realizada. A

partir da marcagdo com Anexina V e Pl é possivel fazer uma discriminacéo entre células em
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apoptose inicial (Anexina V+, PI-), células necroticas ou células em apoptose tardia (Anexina
V+, Pl+) e células vidveis (Anexina V-, PI-).

Como foram observadas alteracbes morfoldgicas caracteristicas de apoptose nas
formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com LQB-118, os marcadores bioquimicos
deste processo também foram avaliados nos parasitos. Promastigotas tratadas com diferentes
concentracdes de LQB-118 por 24 horas foram duplamente marcados com Anexina-V-FITC e
Pl. Como mostrado na Figura 4.13, o tratamento com LQB-118 induziu um aumento na
exposicdo de PS na membrana externa dos parasitos. A miltefosina, composto capaz de
induzir externalizacdo de PS em promastigotas de Leishmania (Paris e cols, 2004), foi

utilizada como controle positivo do experimento.

Controle néo tratado LQB118 (1,25uM) LQB118 (2,5uM)
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Anexina V-FITC
Figura 4.13 - Promastigotas de L. amazonensis tratadas com LQB-118 apresentam externalizacdo de
fosfatidilserina (PS) em suas membranas. Promastigotas de L. amazonensis foram incubadas com diferentes
concentragdes de LQB118 (2,5; 5 e 10uM) durante 24 horas e a exposicdo de PS foi avaliada por citometria de
fluxo utilizando o marcador Anexina V-FITC. A distincdo entre células apoptdticas e necréticas foi feita pela
marcacdo simultanea com iodeto de propideo (PI). Os parasitos tratados apresentaram aumento na exposi¢édo de
PS em suas membranas quando comparados aos parasitos controle. A miltefosina foi utilizada como controle
positivo do experimento. Os graficos obtidos pelo programa de computador Summit v4.3 mostram a

fluorescéncia medida para cada ponto experimental e sdo representativos de trés experimentos independentes.
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Em contrapartida, macréfagos tratados com diferentes concentracbes de LQB-118
(2,5; 5 e 10uM) e submetidos a marcacdo com Anexina V e Pl, ndo apresentaram exposi¢ao
de PS indicativa de apoptose. A estaurosporina, utilizada como controle positivo do
experimento, induziu um aumento no ndmero de células em apoptose tardia (anexina*/PI") e
necrose (anexina/Pl"), fato ndo observado no tratamento com LQB-118 (Fig. 4.14a). A
porcentagem de células em apoptose inicial (Ax+/Pl-) e tardia (Ax+/Pl+) & expressa no

grafico da Figura 4.14b. Nas concentragcfes avaliadas a LQB-118 ndo induziu apoptose em

macrofagos.
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Fig. 4.14 - A LQB-118 ndo induz externalizacdo de fosfatidilserina (PS) em macro6fagos tratados com

LQB-118. Macrdfagos peritoneais murinos foram incubados com vérias concentracGes de LQB-118 (2,5; 5 e

10uM) por 24 horas e a exposicdo de PS foi avaliada por citometria de fluxo a partir da dupla marcagdo com

Anexina V-FITC e (iodeto de propideo) PI. Células tratadas com LQB-118 e estaurosporina sao representadas

em dot-plots bi-paramétricos juntamente com células controle sem tratamento. Os dot plots obtidos pelo

programa de computador Summit v4.3 mostram a fluorescéncia medida para cada ponto experimental e sdo
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representativos de trés experimentos independentes (a). O gréafico obtido pelo programa de computador
Graphpad Prism 5 mostra a porcentagem de células em apoptose inicial e apoptose tardia quando tratadas com
LQB-118 e estaurosporina. Foi utilizado One-Way ANOVA e 0 pos-teste de Dunnett’s, * P<0,05 em relagdo ao

controle (b).

LQB-118 induz perda do potencial de membrana mitocondrial (A¥) de maneira

seletiva nos parasitos

A perda do AY¥r, € uma caracteristica tipica de apoptose em metazodarios e tem sido
observada durante a morte induzida por farmacos em Leshmania (Dutta e cols, 2007a; Sen e
cols, 2007a; Roy e cols, 2008; Das e cols, 2001). Como as analises ultraestruturais
demonstraram que a LQB-118 induz varias alteracbes na morfologia mitocondrial das
promastigotas, alteracdes no potencial de membrana dessa organela também foram avaliadas.
As alteracbes no AYr, induzidas pela LQB-118 sobre promastigotas de L. amazonensis foram
avaliadas por diferentes técnicas: citometria de fluxo, espectrofluorimetria e microscopia de
fluorescéncia.

O AV, de promastigotas tratadas com LQB-118 foi avaliado por citometria de fluxo
utilizando a sonda fluorescente rodamina 123, molécula fluorescente catidnica permeavel a
membrana plasmatica e rapidamente sequestrada por mitocondrias metabolicamente ativas.
Alteragdes no AV, desencadeiam um efluxo da rodamina 123 da mitocondria (Chen e cols,
1982). Vérios estudos vém utilizando esse composto para analisar alteracGes no potencial de
membrana mitocondrial de células tratadas com substancias citotdxicas (Peres e cols, 2005).

Reducgbes na intensidade total de fluorescéncia desta sonda, detectadas através do
deslocamento dos picos no histograma, apontam para a perda do AW¥y,. Ap6s o tratamento com
concentrag0es gradativas de LQB-118, foi observado um deslocamento progressivo na
distribuicdo de células para a esquerda do histograma, o que indica que este composto induziu
a despolarizagdo do AWy, dos parasitos (Fig. 4.15a). Quando tratadas com 2,5, 5 e 10uM de
LQB-118, aproximadamente 18%, 63% e 70% das promastigotas apresentaram perda do
AWn, respectivamente. Uma reducdo no AY, foi também observada ap0s o tratamento das
promastigotas com 40uM de miltefosina e 4uM de estaurosporina, substancias cuja
capacidade de alterar o A¥,, em Leishmania ja havia sido descrita (Arnoult e cols, 2002; Paris
e cols, 2004). Os parasitos avaliados com rodamina 123 ndo apresentaram perda da
integridade de membrana e ndo foram marcados com o corante fluorescente PlI.

A média das medianas de fluorescéncia da rodaminal23 para cada grupo experimental

foi representada no gréfico da Figura 4.12b. Para cada experimento a mediana dos controles
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foi considerada como 100% e as medianas dos grupos tratadas também foram convertidas em
valores percentuais. O tratamento com 5 e 10uM de LQB-118 induziu uma queda

significativa na mediana de fluorescéncia dos parasitos marcados com rodamina 123 (Fig.
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Fig. 4.15 - Promastigotas de L. amazonensis tratadas com LQB-118 apresentam diminuicdo do AW,
Promastigotas de L. amazonensis foram incubadas com diferentes concentragdes de LQB-118 (2,5; 5 e 10 uM)
por 48 horas e marcadas com a sonda fluorescente Rodamina 123. Altera¢Ges na intensidade de fluorescéncia
deste marcador foram avaliadas por citometria de fluxo. Promastigotas incubadas sob as mesmas condigdes com
40uM de miltefosina e 4uM de estaurosporina foram usadas como controle positivo. O tratamento com LQB-
118 induziu uma queda dose dependente do potencial transmembranario mitocondrial. O experimento foi
repetido pelo menos trés vezes e a figura apresenta um resultado representativo. Os histogramas foram obtidos
no programa de computador Summit v4.3 (a). As medianas de fluorescéncia da rodamina 123 foram convertidas
nos valores percentuais representados no gréafico. O tratamento com 5 e 10uM de LQB-118 induziu uma perda
significativa do AY¥,, das promastigotas. O gréafico obtido no programa Graphpad Prism 5 é baseado em seis

experimentos realizados de forma independente (médiatSEM). Teste estatistico One-Way ANOVA e pds-teste

de Dunnett’s * P<0,05 e ** P<0,01 em relagédo ao controle (b).

Alteraces na intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 foram quantificadas a
partir do Indice de Variaco (1V) obtido pela equacdo (Mt - Mc)/Mc, na qual My corresponde
a mediana de fluorescéncia para parasitos tratados e Mc a mediana de fluorescéncia para
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parasitas controle (Menna-Barreto e cols, 2009). Os valores negativos de IV correspondem a

despolarizacdo da membrana mitocondrial (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Analise A¥,, e Indice de variacéo (IV) de promastigotas de L. amazonensis tratadas
com LQB-118.

Agente pM Mediana v

0 597,7 0,00

2,5 464,16 -0,22

LQB-118

5 181,5 -0,70

10 181,5 -0,70

Miltefosina 40 373,7 -0,37
Estaurosporina 4 401,7 -0,33

* V= (M1 - Mc)/Mc, na qual Mt é a mediana de fluorescéncia para parasitas tratados e Mc é a mediana de

fluorescéncia para parasitas controle.

Para confirmar e ilustrar as alteracdes no AY¥n, de L. amazonensis tratadas com
LQB-118 as células foram marcadas com o kit de deteccdo de apoptose Mitocapture™
(Biovision) e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. O mitocapture é um marcador
fluorescente que funciona de maneira similar ao corante catiébnico JC-1, agregando-se e
emitindo fluorescéncia vermelha nas mitocondrias de células viaveis e fluorescéncia verde no
citoplasma de células que tiveram alteracdes no seu A¥n,. A marcacdo com mitocapture foi
realizada em promastigotas mantidas em uma matriz Umida de agarose que proporciona ndo
somente uma boa marcacao das células como também a preservacdo da morfologia celular
(Melo e cols, 2005; Melo e cols, 2009).

Os sinais de fluorescéncia foram detectados em microscopio de fluorescéncia,
utilizando o filtro dual band-pass. O Mitocapture se acumulou na mitocéndria das celulas
controle emitindo uma fluorescéncia vermelha pontual, correspondendo a mitocondria Unica
dos parasitos (Fig. 4.16a). Nas células tratadas com 5uM de LQB-118 por 48 horas o
mitocapture foi visualizado pela emissdo de uma fluorescéncia verde dispersa no citoplasma,

indicando a ocorréncia de perda do AW, nessas promastigotas (Fig. 4.16b).
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Fig. 4.16 - Promastigotas de L. amazonensis apresentam colapso do A¥, apds o tratamento com LQB-118.
Promastigotas foram tratadas com 5uM de LQB-118 por 48 horas, marcadas com Mitocapture e avaliadas por
microscopia de fluorescéncia. Nas promastigotas ndo tratadas, o mitocapture se acumula e se agrega na
mitocOndria, emitindo uma fluorescéncia vermelha pontual (a). Apds a incubagdo com 5uM de LQB-118 a
mitocondria foi despolarizada, o corante ndo penetrou no espago transmembrana e permaneceu no citoplasma
sob a forma monomérica, fluorescendo em verde. As imagens foram editadas no programa de computador Adobe
Photoshop CS2.

62



O AY,, também foi avaliado espectrofluorimetricamente utilizando-se a carbocianina
cationica lipofilica JC-1, nos comprimentos de onda 480/485 e 530/590nm de excitacdo e
emissdo, respectivamente. Quando as células estdo ativas, a voltagem gerada atraves da
membrana mitocondrial interna (negativa do lado interno) leva ao acimulo de substancias
solGveis em lipideos dentro da mitocondria. Dessa forma, em altos AW, o0 corante lipofilico
JC-1 se acumula e forma agregados no interior da mitocondria, com mudangas nas suas
propriedades fluorescentes. No estado monomérico, o corante fluoresce verde, enquanto no
estado agregado o corante fluoresce laranja. A emissdo de fluorescéncia vermelha derivada
da formacdo de agregados é, portanto indicativa de um alto A¥,,. Em células com danos
mitocondriais ou alteracbes no AV, 0 corante ndo se agrega, mantendo sua forma
monomérica e acumulando-se no citoplasma emitindo uma fluorescéncia verde. Assim, a
formacéo e manutencdo de agregados no interior da mitocéndria sdo dependentes do gradiente
eletroquimico. A razéo entre a fluorescéncia vermelha/verde (590/530) representa o potencia
mitocondrial (Roy e cols, 2008). Promastigotas tratadas com diferentes concentragdes de
LQB-118 tiveram uma reducdo concentracdo-dependente do seu A¥n,, quando comparadas
com as células do grupo controle (Fig. 4.17). De maneira similar, compostos utilizados como
controle positivo, tais como estaurosporina (Arnoult e cols, 2002), camptotecina (Sen e cols,
2004a) e curcumina (Das e cols, 2008), também tiveram seu A¥, alterado.

Os resultados a partir dos ensaios para verificacdo de alteracbes no potencial de
membrana mitocondrial dos parasitos foram condizentes com as alteragdes morfoldgicas

mitocondriais detectadas por MET.

501 *kk

Intensidade de Fluorescéncia
(590/530)

Fig. 4.17 - LQB-118 induz alteragdes no AY,, de formas promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas de
L. amazonensis foram tratadas com diferentes concentracdes de LQB-118 (2,5, 5 e 10 puM) por 24 horas e
marcadas com JC-1 (10pg/ml). Estaurosporina (4puM/24horas), camptotecina (50uM/24horas) e curcumina

(25uM/5horas) foram utilizados para comparacdo. As alteragdes nos valores do AV, sdo expressas pela razdo
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entre a fluorescéncia vermelha/verde (590/530). O experimento foi feito em triplicata (médiatSD) e o gréfico
obtido no programa de computador Graphpad Prism 5. Teste estatistico One-Way ANOVA e pos-teste de

Dunnett’s, * P<0,05 e *** P<0,001 em relacdo ao controle.

A LQB-118 induz a perda do A¥, de L. amazonensis de maneira seletiva. Analises
realizadas com rodaminal23 por citometria de fluxo em macréfagos peritoneais de
camundongos mostraram que a LQB-118 ndo induziu alteragdes no AV das células
hospedeiras (Fig. 4.18).

1933

LQB-118 (2,5uM)

Controle

Eventos

LQB-118 (5uM)

< T T T
100 101 102 103 104
Rodamina123

Figura 4.18 — LQB-118 nio altera o A¥, de macréfagos tratados. Macréfagos peritoneais murinos foram
tratados com 2,5 e 5uM de LQB-118 por 24 horas. Apds o tratamento, as células foram coradas com rodamina

123 e analisadas por citometria de fluxo.

O tratamento com LQB-118 interfere com o ciclo celular de promastigotas de L.

amazonensis

A funcdo do ciclo celular é duplicar o conteudo de DNA nos cromossomos e segregar
as copias dentro das células-filhas geneticamente idénticas. O ciclo celular eucariotico é
dividido em quatro fases sequenciais: Gi, S, G, e M. O conjunto das fases Gi, S, G, €
chamado interfase. As fases G; e G,, consideradas fases de intervalo, preparam as células para
a divisdo celular e sdo importantes porque fornecem tempo para a célula monitorar o ambiente
interno e externo para ter certeza de que as condigdes sdo apropriadas e de que a preparacéo
estd completa. Quando as condic¢des ndo sdo favoraveis as células podem entrar em um estado
de inativacdo especializado conhecido como Go. Durante a fase S (sintese) ocorre a
duplicacdo do DNA celular. A segregacdo dos cromossomos e a divisdo celular ocorrem na

fase M (mitose).
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A gquantidade de DNA em cada uma dessas fases pode ser detectada por citometria de
fluxo através da marcacdo com corantes que se intercalam aos acidos nucléicos, como o
iodeto de propideo. Na fase Go/G; as células ainda ndo tiveram seus cromossomos duplicados
e apresentam-se com uma quantidade 1x de DNA (2n). Na fase G»/M as células ja tiveram seu
DNA duplicado e apresentam-se com uma quantidade 2x de DNA (4n). 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 celulas. Células apoptoticas, nas quais 0 DNA encontra-se fragmentado, apresentam com
intensidades de fluorescéncia mais baixa do que aquelas detectadas na fase Gy/G; e
encontradas na regido sub-Gy/G; (Nicoletti e cols, 1991).

A porcentagem de promastigotas com contetdo de DNA menor do que o equivalente a
2n ap6s o tratamento com LQB-118 foi avaliada por citometria de fluxo apds a
permeabilizacdo e marcacdo das promastigotas com Pl. Apo6s 24 horas de incubacdo das
promastigotas com 1,25uM, 2,5uM, 5uM e 10uM de LQB-118 21,7%, 42,7%, 83,3% e
83,3% as células apresentaram-se na regido Sub-Go/G;, enquanto que apenas 15,8% das
células controle apresentaram-se dessa maneira. O aumento do nimero de células na fase
Sub-Gy/G;foi acompanhado por uma diminui¢do no nimero de células da fase M e G,. 36%
das promastigotas do grupo controle apresentaram-se na fase M e G,, enquanto que nas
promastigotas tratadas com 1,25uM, 2,5uM, 5uM e 10uM de LQB-118 esses valores foram
reduzidos para 28%, 22%, 6,5%, 6,3, respectivamente (Fig. 4.19). O aumento da proporc¢éo de
células na fase Sub-Gy/G; indica que o processo apoptético induzido pela LQB-118 resulta na
fragmentacdo do DNA dos parasitos.
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Figura 4.19 — Avaliacdo do ciclo celular de promastigotas de L. amazonensis tratadas com LQB-118. Os
parasitos foram incubados com diferentes concentragdes de LQB-118 por 24 horas. A porcentagem de células
em cada fase do ciclo celular foi calculada para cada histograma. O experimento foi repetido pelo menos trés

vezes e a figura apresenta um resultado representativo. Os histogramas foram obtidos usando-se o programa de

computador Summit v4.3.

LQB-118 induz fragmentacdo no DNA de promastigotas de L. amazonensis

Para confirmar a ocorréncia de apoptose, a fragmentacdo do DNA de promastigotas de
L. amazonensis tratadas com LQB-118 foi avaliada a partir do ensaio de Tunel, utilizando-se
um kit comercial (DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System / Promega). A técnica de Tunel
utiliza a enzima TdT (transferase deoxynucleotidil 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 nas células apoptoticas. Dessa forma, a
quantidade de fragmentos de DNA ¢ diretamente proporcional a fluorescéncia obtida. Apds
24 horas de tratamento apenas a concentra¢do 10uM de LQB-118, induziu fragmentacdo de
DNA em uma quantidade significativa de células. Quando tratadas com a concentracdo mais
alta de LQB-118, 35% das promastigotas apresentaram-se TUNEL positivas quando

comparadas ao grupo controle (Fig. 4.20a). Porém, apos 48 horas, o tratamento com 2,5, 5 e
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10uM de LQB-118 induziu fragmentacdo no DNA de 37%, 67% e 81% das promastigotas
(Fig. 4.20b). Esses resultados indicam que a LQB-118 induz fragmentacdo no DNA de
promastigotas de L. amazonensis de maneira dose e tempo dependentes, como mostrado na
tabela 4.4.
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Figura 4.20 - Anélise por citometria de fluxo da fragmentacdo do DNA em promastigotas de L.
amazonensis tratadas com LQB-118. Os parasitos foram incubados com diferentes concentra¢fes de LQB-118
(2,5; 5 e 10uM) por 24 (a) e 48 horas (b). Promastigotas incubadas com 5pg/ml de DNAse foram usadas como
controle positivo. Ap6s a incubacéo a ocorréncia de fragmetacdo de DNA dos parasitos foi avaliada pelo ensaio
de TUNEL. O experimento foi repetido pelo menos trés vezes e a figura apresenta um resultado representativo.

Os histogramas foram obtidos usando-se o programa de computador Summit v4.3.

LQB-118 induz fragmentacdo no DNA de amastigotas intracelulares sem afetar a célula

hospedeira

ApOls determinar caracteristicas do processo apoptotico em promastigotas de L.
amazonensis tratadas com LQB-118, os estudos para identificacdo destes marcadores foram
estendidos para as formas amastigotas dos parasitos. As formas promastigotas, que se

desenvolvem no trato digestivo do inseto vetor, apesar de serem as formas infectivas, ndo se
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constituem como o alvo clinico da LQB-118. Dessa forma, a extensao desses estudos para as
formas amastigotas dos parasitos torna os resultados obtidos mais relevantes. Macré6fagos
peritoneais de camundongos foram retirados e infectados in vitro com L. amazonensis. O
efeito da LQB-118 sobre as amastigotas intracelulares e sobre os macréfagos infectados foi
entdo avaliado pelo ensaio com TUNEL.

Anélises realizadas por microscopia de fluorescéncia revelaram que a LQB-118
induziu fragmentacdo no DNA das formas amastigotas intracelulares do parasito sem induzir
degradacdo do DNA da ceélula hospedeira. A fragmentacdo do DNA nuclear de amastigotas
intracelulares, como determinado pela marcacdo em verde, foi claramente visualizada no
interior dos macréfagos tratados com LQB-118. As amastigotas ndo tratadas, por sua vez, ndo
apresentaram marcacdo (Fig. 4.20). Quando tratadas com 2,5uM de LQB-118 as amastigotas
intracelulares apresentaram-se TUNEL positivas, com uma intensa marcacdo em verde
indicando que o tratamento induziu fragmentacdo em seu DNA (Fig. 4.21).

Macréfagos infectados tratados com 10uM apresentaram um ndmero extremamente
reduzido de amastigotas em seu interior, devido a atividade leishmanicida da LQB-118. Além
disso, a maioria dessas células se mantiveram integras e ndo apresentaram marcacao em verde
indicativa de fragmentacdo de DNA (Fig. 4.20). Apenas poucos nucleos dos macréfagos
foram marcados com TUNEL, como pode ser observado na Fig. 4.20. Esse experimento
demonstra que a LQB-118 atua de maneira seletiva sobre os parasitos Leishmania, sem
provocar fragmentacdo no DNA das ceélulas hospedeiras. Como controle positivo do
experimento, macrofagos infectados e ndo tratados com LQB-118 foram incubados com
DNAse (10ug/ml). O tratamento com DNAse fragmentou tanto o DNA da celula hospedeira
quanto das amastigotas intracelulares, que apresentaram intensa marcacdo em verde (Fig.
4.21).

Na Figura 4.21 as imagens DAPI/FITC, correspondentes aos grupos controle, 2,5uM e
10uM de LQB-118 e DNAse foram aumentadas para uma melhor visualizagdo da marcagédo

seletiva da LQB-118 sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis.
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Figura 4.21 — LQB-118 induz fragmentacdo seletiva do DNA de amastigotas intracelulares de L.
amazonensis. Macréfagos peritoneais murinos foram infectados com L. amazonensis e incubados com 2,5, 5 e
10 uM de LQB-118. Ap6s 48 horas, as laminas foram marcadas com TUNEL e DAPI e analisadas em
microscépio de fluorescéncia. O tratamento com 2,5 uM de LQB-118 induziu fragmentacdo no DNA das
amastigotas intracelulares, que apresentaram intensa marcacdo em verde, quando comparadas com 0 grupo
controle. O tratamento com a concentragdo mais alta de LQB-118, 10uM, nédo induziu fragmentagcdo no DNA da
célula hospedeira. Células tratadas com DNAse foram usadas como controle positivo. As imagens foram

editadas uniformemente no programa de computador Adobe Photoshop CS2.
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Figura 4.22 — Maior aumento das imagens DIC e DAPI/FITC da Figura 4.21.
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5 - DISCUSSAO

As naftoquinonas sdo moléculas que apresentam interessantes propriedades
antitumorais (Morello e cols, 1995; Kapadia e cols, 1997; Aziz e cols, 2008; Bringmann e
cols, 2008) e antiparasitarias contra diferentes patdgenos, como Plasmodium, Leishmania e
Trypanosoma (Morello e cols, 1995; Likhitwitayawuid e cols, 1998; Bringmann e cols, 2008).
A naftopterocarpanoquinona LQB-118, estruturalmente relacionada ao lapachol [2-hydroxy-
3-(3-methyl-2-butenyl)-1,4-naphthoquinone], teve suas propriedades antitumorais e seu
potencial indutor de apoptose em células leucémicas descritas recentemente (Maia e cols,
2010). Além disso, a atividade leishmanicida dessa molécula foi paralelamente demonstrada,
tanto in vitro quanto in vivo (Cunha-Janior e cols — submetido).

Assim como a LQB-118, varias outras moléculas com atividade antitumoral
apresentam também potencial leishmanicida. A miltefosina, por exemplo, inicialmente
descrita como um medicamento antineoplasico (Unger e cols, 1990) capaz de induzir
apoptose em linhagens de células tumorais (Unger e cols, 1990; Henke e cols, 1999;
Rybczynska e cols, 2001), também € efetiva contra Leishmania (Jha e cols, 1999) e induz
apoptose nesses parasitos (Paris e cols, 2004). De maneira similar, o0 composto DIM (3,3"-
Diindolilmetano) que possui atividade antitumoral, induzindo apoptose em células mamarias
humanas cancerosas (Gong e cols, 2006) também apresenta atividade leishmanicida e induz
apoptose em promastigotas de L. donovani (Roy e cols, 2008).

Tendo em vista a atividade leishmanicida da LQB-118 e suas propriedades indutoras
de apoptose em células tumorais, este trabalho teve como objetivo avaliar se 0 mecanismo de
morte celular induzido por este agente em Leishmania amazonensis também ocorre via
apoptose. Os resultados obtidos demonstraram que essa substancia induz em L. amazonensis
varias caracteristicas associadas a morte celular por apoptose em metazoarios.

Alteracdes morfoldgicas ultraestruturais foram observadas em promastigotas de L.
amazonensis incubadas com LQB-118 (Figs. 4.3, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9). Caracteristicas
semelhantes também foram descritas apds tratamento com indutores de apoptose, como
choque térmico em L. amazonensis (Moreira e cols, 1996) e L. donovani (Raina e cols, 2006),
inibidores da esqualeno-sintetase em L. amazonesis (Rodrigues e cols, 2005), penstostam e
anfotericina B em L. donovani (Lee e cols, 2002). Em 2007, o Comité de Nomenclatura de
Morte Celular (CNMC) instituido pelos editores da revista Cell Death and Differentiation
sugeriu que a classificacdo oficial das modalidades de morte celular deveria ser baseada
exclusivamente em critérios morfologicos, devido a auséncia de uma clara equivaléncia entre

as alteracdes ultraestruturais e as caracteristicas bioquimicas da morte celular (Galluzzi e cols,
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2007). Desta forma, a microscopia eletronica ¢ uma técnica considerada como “padrdo ouro”
para a identificacdo de células apoptéticas (Taatjes e cols, 2008). As modificacbes
ultraestruturais observadas nas promastigotas tratadas com LQB-118 englobam vérias das
caracteristicas morfoldgicas apoptoticas (Elmore, 2007), como fragmentacdo nuclear,
cromatina condensada e marginalizada, organelas citoplasmaticas desorganizadas, formacao
de vacuolos grandes e elétron-lticidos, manutencdo da integridade da membrana celular e
formagcdo de blebs na superficie das células.

LQB-118 induziu retragdo em algumas areas da superficie dos parasitos, que se
tornaram arredondados e significativamente menores. Essas caracteristicas também séo
alteracbes frequentemente detectadas em células apoptoticas de organismos multicelulares
(Jimenez-Ruiz e cols, 2010). As areas de retracdo devem estar relacionadas a reducdo do
volume celular (Fig. 4.3). Promastigotas de L. donovani arredondadas e menores também
foram detectadas apds o tratamento com os indutores de apoptose H,O, (Das e cols, 2001) e
miltefosina (Paris e cols, 2004; Verma e cols, 2004).

As alteragcdes provocadas por concentracfes mais baixas de LQB-118 consistiram na
desestruturacdo do complexo de Golgi e na presenca de nimeros vacuolos no citoplasma das
promastigotas (Fig. 4.6). Durante a apoptose, o trafego de vesiculas é bloqueado e o complexo
de Golgi torna-se desestruturado. Essa organela apresenta grande parte de suas caracteristicas
estruturais conservadas entre as espécies (Hicks e cols, 2005) e é essencial para o
processamento de lipideos e proteinas provenientes do reticulo endoplasmatico (RE)
(Farquhar e cols, 1998). Um grande numero de proteinas implicadas na estrutura desta
organela e no trafego vesicular sdo clivadas por caspases durante a apoptose. Alguns estudos
demonstram que o complexo de Golgi ndo apenas sofre as consequéncias do processo
apoptotico, como também apresenta um papel ativo no desencadeamento deste tipo de morte
celular (Machamer, 2003). Assim como o RE, o complexo de Golgi pode disparar o processo
apoptotico em resposta a situacdes de estresse (excesso de proteinas desdobradas do RE,
alteracdes no trafego de membrana ou em sua estrutura). A descoberta da ocorréncia de
caspase-2 na face citoplasmatica do complexo de Golgi indica que esta enzima deve exercer
um papel importante na sinalizacdo apoptotica desta organela. Moléculas regulatérias do
processo apoptdtico, como uma IAP chamada Apollon, também localizam-se na regido do
Golgi e devem atuar como um regulador da ativacdo da caspase-2 (Machamer, 2003; Hicks e
cols, 2005). Assim como demonstrado apds o tratamento com LQB-118, promastigotas de L.
amazonensis tratadas com inibidores da esqualeno-sintetase também apresentaram alteraces

no complexo de Golgi. O tipo de morte celular desencadeado por essa molécula ndo foi
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determinado, mas 0s autores sugerem que a morte do parasito possa ser ou apoptotica
(Fernandes Rodrigues e cols, 2008).

Além das modificacbes observadas na estrutura do complexo de Golgi, as
promastigotas apresentaram alteracbes no reticulo endoplasmatico, que foi raramente
observado na maioria das células tratadas, indicando que esta organela possa estar sofrendo
processo de atrofia ou desintegracdo. O estresse do reticulo endoplasmatico também pode ser
um fator determinante da morte celular. Dados existentes na literatura sugerem que,
dependendo da célula sob investigacdo, as alteracdes nos niveis de calcio no citoplasma e
mitocOndria, provocadas por espécies reativas de oxigénio (ROS) ou outros agentes, podem
ser componentes criticos de sinalizacdo, levando a ativacdo da apoptose (Mukherjee e cols,
2002). Estudos recém realizados mostraram que a LQB-118 induz apoptose através do
aumento de ions célcio em linhagens leucémicas (Bacelar, T. S. — comunicacao pessoal).

2++

Alguns trabalhos descrevem a participacdo de ions céalcio (Ca“~"") na modulacdo do processo
apoptético de parasitos Leishmania (Moreira e cols, 1996; Raina e cols, 2006; Das e cols,
2008; Kulkarni e cols, 2009). Dessa forma, € possivel que a LQB-118 induza um aumento nos
niveis de calcio intracelular dos parasitos decorrente da desestruturacdo do RE, intensificando
0 processo apoptotico em L. amazonensis.

Algumas quinonas exercem sua atividade antipasitaria a partir da alteracdo da funcédo
mitocondrial do parasito, como as naftofuranoquinonas (Menna-Barreto e cols, 2009) e a
atovaquona, uma hidroxinaftoquinona que ja tem seu uso licenciado para P. carinii (Baggish e
cols, 2002). Nos parasitos cinetoplastideos, como Leishmania, o funcionamento adequado de
sua Unica mitocondria € extremamente vital quando comparado a organismos que possuem
numerosas mitocéndrias. Nos metazoarios, mitocondrias vidveis podem compensar 0 mau
funcionamento daquelas que foram danificadas. Entretanto, em Leishmania, o processo de
sobrevivéncia esta diretamente relacionado ao funcionamento correto desta Gnica organela e
em ultima instancia, de sua cadeia respiratoria (Shaha, 2006).

Anélises das micrografias eletronicas demonstraram que a LQB-118 induziu nitidas
alteracfes na mitocondria do parasito, que se apresentou dilatada, com cristas desestruturadas
e matriz elétron-densa (Fig. 4.3.4). Além das alteracfes diretamente observadas por MET na
morfologia mitocondrial, a LQB-118 induziu também uma reducdo substancial no potencial
de membrana mitocondrial (A¥n,) dos parasitos, caracteristica tipica da apoptose de
metazoarios. A despolarizacdo do AV, ocorre devido & permeabilizacdo da membrana
mitocondrial, que afeta a membrana interna e externa dessa organela. A permeabilizacdo da
membrana externa culmina na liberacdo de proteinas que normalmente se mantém confinadas

no espaco intermembranar da mitocéndria, como os ativadores das caspases (citocromo c, por
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exemplo). A permeabilizagdo da membrana interna desregula a homeostasia ibnica e
volumétrica da organela e dissipa 0 AY, (Das e cols, 2008). Em Leishmania spp., a
despolariza¢do da membrana mitocondrial € um evento que ocorre anteriormente ao aumento
do namero de células apoptoticas (Roy e cols, 2008), sugerindo que este seja um evento pro-
apoptotico.

Um evento bem estabelecido na maioria das células apoptdticas é a geracdo de ROS
(Mehta e cols, 2004; Chipuk e cols, 2005). Experimentos realizados paralelamente pelo nosso
grupo mostraram que a LQB-118 induz a geracdo de ROS em promastigotas de L.
amazonensis (Ribeiro e cols — em preparacdo). A producdo de ROS desencadeia alteragcdes no
potencial de membrana mitocondrial (A¥,) (Roy e cols, 2008), como detectado, por exemplo,
em L. donovani tratadas com curcumina (Das e cols, 2008). Estudos que avaliaram o
mecanismo de morte celular induzido por determinadas substancias mostraram o papel
determinante da formacdo de ROS (Roy e cols, 2008) e da despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial (Sen e cols, 2004a; Sen e cols, 2004b; Roy e cols, 2008) durante esse
evento.

No presente estudo, a reducdo do AY,, também foi observada apos o tratamento dos
parasitos com miltefosina, estaurosporina, camptotecina e curcumina (Arnoult e cols, 2002;
Paris e cols, 2004; Sen e cols, 2004b; Das e cols, 2008). Quando se avalia o Indice de
Variagdo (IV) relacionado ao potencial de membrana mitocondrial observa-se que a
miltefosina e a estaurosporina tem valores de IV menos negativos do que aqueles obtidos com
a LQB-118. Esses resultados indicam que apesar dessas moléculas serem indutoras de
apoptose, elas provavelmente ndo tém a mitocéndira como alvo priméario de seu mecanismo
de acdo. Dessa forma, o colapso do potencial mitocondrial do parasita, mediado pelo aumento
da formacdo de ROS pode ser um mecanismo plausivel para a atividade leishmanicida da
LQB-118, a partir do qual o processo de morte celular programada seria disparado.

Em metazoarios, a liberacdo de citocromo C para o citosol desencadeia a ativacéo de
caspases, as principais moléculas efetoras da apoptose (Debrabant e cols, 2003). Alguns
estudos tém detectado a presenca de citocromo C no citoplasma de promastigotas de
Leishmania apds tratamento com determinados agentes, como artemisinina (Sen e cols,
2007a), miltefosina (Verma e cols, 2007) e novobiocina (Singh e cols, 2005).Varios estudos
realizados em Leishmania também tém estabelecido o envolvimento de atividade de caspases
nesses parasitos apos a inducao por diferentes estimulos como miltefosina (Paris e cols, 2004;
Verma e cols, 2007), novobiocina (Singh e cols, 2005), witaferina A (Sen e cols, 2007b),
perdxido de hidrogénio (Das e cols, 2001) e AMP (Kulkarni e cols, 2009). Interessantemente,

estudos recentes sobre 0 genoma de Leishmania néo identificaram nenhum gene codificador
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analogo as caspases de metazoarios no genoma desses parasitos. Esses estudos, por sua vez,
identificaram o envolvimento de duas metacaspases endogenas na morte celular dos parasitos
(Lee e cols, 2007). Dessa forma, o envolvimento de caspases na morte celular apoptética de
Leishmania é ainda controverso, e autores descrevem que nesses parasitos o0 processo de
apoptose ocorre de maneira independente de caspases (Dutta e cols, 2007a; Sen e cols, 2010).
Um estudo publicado recentemente com artemisinina mostrou que a morte celular de
promastigotas de L. donovani ocorre independentemente da ativagdo de caspases , sendo
intensificada pelo aumento da producdo de ROS, que por sua vez € o desencadeador de
apoptose nos parasitos (Sen e cols, 2010). Estudos adicionais serdo realizados para determinar
se a morte celular apoptética induzida pela LQB-118 em L. amazonensis é desencadeada pela
liberacdo de citocromo C e consequentemente pela ativacdo de caspases nessas células.
Entretanto, é possivel que o mecanismo desencadeado por esta naftopterocarpanoquinona
ocorra a partir da producdo de ROS, assim como descrito em L. donovani tratada com
artemisinina (Sen e cols, 2010).

Em organismos multicelulares, a apoptose é caracterizada por duas alteracOes
proeminentes no nucleo celular: destruicdo da organizacao estrutural do proprio nucleo pelo
colapso da cromatina em massas elétron-densas condensadas e fragmentacdo do DNA nuclear
(Das e cols, 2001). A maioria das promastigotas de L. amazonensis tratadas com LQB-118
apresentou essas caracteristicas morfologicas nucleares tipicas de apoptose (Fig. 4.8). As
promastigotas tratadas com LQB-118 exibiram fragmentacdo em seu DNA, como demontrado
previamente em experimentos com outros farmacos, como anfotericina B (Debrabant e cols,
2003), camptotecina(Sen e cols, 2004b), miltefosina (Paris e cols, 2004) e curcumina (Das e
cols, 2008). Estudos recentes tém descrito que o tratamento com alguns farmacos induz a
liberacdo de endonucleases, responsaveis pela fragmentacdo de DNA em parasitos
Leishmania (Gannavaram e cols, 2008). A fragmentacdo de DNA por endonucleases liberadas
da mitocondria pode representar um mecanismo de morte celular independente de caspases
em tripanossomatideos (Gannavaram e cols, 2008).

A demonstragdo de que a LQB-118 induz fragmentagdo de DNA seletivamente em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, sem afetar o DNA da célula hospedeira, reforca
os indicios de que esse seja de fato o mecanismo de acéo na infeccdo. Esse resultado tambeém
sugere que o mecanismo de morte celular desencadeado pela LQB-118 seja 0 mesmo tanto
nas formas promastigotas quanto nas formas amastigotas do parasito. Como o ICso da LQB-
118 em promastigotas (ICsp=1,73uM) e amastigotas (ICso=1,45uM) apresenta valores
bastante préximos é possivel que o mecanismo de a¢do da LQB-118 ndo dependa diretamente

da imunomodulagéo da célula hospedeira. Ao contrario do observado para a LQB-118, alguns
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agentes leishmanicidas tém sua atividade aumentada pela imunomodulacdo macrofagica.
Estudos realizados com artemisinina, por exemplo, mostraram que seu 1Cso em amastigotas é
sete vezes menor do que o ICsy detectado nas formas promastigotas de Leishmania, sugerindo
a modulacéo da atividade deste composto pela célula hospedeira (Sen e cols, 2007b). Ainda
ndo foram realizados outros ensaios para corroborar a ocorréncia de apoptose em amastigotas
tratadas com LQB-118. Entretanto, é bastante provavel que os demais marcadores apoptoticos
observados nas promastigotas também sejam detectados nas amastigotas intracelulares.

A exposicao de fosfatidilserina (PS) no lado externo da membrana plasmatica também
consitui um dos marcadores caracteristicos do processo apoptético em metazoarios. Em
amastigotas, a externalizacao deste fosfolipideo esta associada ao chamado mimetismo, néo
significando necessariamente a morte do parasito. Em promastigotas, entretanto, a
externalizacao de fosfatidilserina relaciona-se diretamente ao processo de morte celular desses
parasitos (Wanderley e cols, 2005; Wanderley e cols, 2010). Varios estudos tém documentado
a ocorréncia desse fendmeno apds estimulos apoptdticos nesses parasitos (Dutta e cols, 2007a;
Roy e cols, 2008; Kulkarni e cols, 2009; Mukherjee e cols, 2009). A porcentagem de células
PS posivitas varia bastante conforme o indutor utilizado e o tempo de tratamento ao qual séo
submetidos os parasitos. Apos 24 horas de tratamento com 5 e 10uM de LQB-118, 28% e
25% respectivamente, das promastigotas de L. amazonensis apresentaram marcacao para PS
(Tabela 5.1). Esses valores, embora ndo tenham sido tdo altos quanto os valores obtidos com
outros marcadores apoptoticos, estdo em concordancia com o0s percentuais encontrados na
literatura. Recentemente, estudos realizados com curcumina em L. donovani demonstraram a
atividade apoptética deste indutor, que provocou externalizacdo de PS em cerca de 27% dos
parasitos ap6s determinado periodo (Das e cols, 2008). Apos tratamento com o indutor de
apoptose Aloe vera a porcentagem de células PS positivas foi de aproximadamente 39%
(Dutta e cols, 2007a). No caso do tratamento com artemisinina, apenas 7% das células
apresentaram-se marcadas para PS apds 24 horas, percentual que aumenta para 39% ap0s 48
horas de tratamento (Sen e cols, 2007a).

Apesar das caracteristicas apoptoéticas tipicas induzidas pelo tratamento com LQB-
118, corpos apoptoéticos caracteristicos completamente formados ndo foram visualizados nos
tempos observados. Essa peculiaridade também foi observada em L. amazonensis submetidas
ao choque térmico (Moreira e cols, 1996). Provavelmente isso se deve a preservacgdo, durante
0 tratamento, do arranjo de microtubulos subpeliculares dos parasitos. Essa estrutura do
citoesqueleto é extremamente estavel e permanece intacta mesmo ap6s a remocdo da
membrana por detergentes, em contraste com a estrutura instavel de microtdbulos das células

de mamiferos, que se despolimerizam facilmente apds a ruptura celular (Moreira e cols,
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1996). Entretanto, diferentemente do que foi descrito por Moreira e colaboradores em L.
amazonensis submetidas ao choque térmico (Moreira e cols, 1996), protuberancias na
superficie de membrana (blebs) foram observados em alguns parasitos tratados com LQB-118
(Fig. 4.9).

A Tabela 1.5 resume 0s principais eventos apoptoticos desencadeados pela LQB-118 e
a porcentagem de células que apresenta cada alteracdo de acordo com a concentragdo utilizada
e 0 tempo de tratamento. Analises comparativas da porcentagem de células que apresentou
cada caracteristica apoptoética indicam que a LQB-118 afeta as promastigotas de L.
amazonensis de maneira concentracdo-dependente, ap6s o tratamento com 2,5 e 5uM do
agente. O tratamento com 10uM de LQB-118 nem sempre induz aumento no ndmero de
células alteradas, quando comparado ao tratamento com 5uM. Isso indica que o platd do
efeito da LQB-118 ocorre quando sdo empregadas concentracGes até 5uM. A porcentagem de
células apresentando cada caracteristica também varia de acordo com a técnica utilizada,

possivelmente devido a sensibilidade de cada método empregado no estudo.

Tabela 5.1 - Anélise comparativa dos métodos utilizados para o estudo da apoptose

Caracteristica avaliada 2,5uM de SuM de 10uM de
LQOB-118 LQOB-118 LQB-118

Exposicéo de PS (Anexina — 24 horas) 16,6 27,19 23,81
Perda do A¥,, (Rodamina 123 — 24 horas) 15,72 60,73 67,68
Perda do A¥,, (JC-1 — 24 horas) 10,45 55,48 80,06
Perda do AY,, (Mitocapture — 24 horas) - 48,6 -
Fragmentacdo de DNA (Tunel — 24 horas) 9,86 6,74 31,35
Fragmentagdo de DNA (Tunel — 48 horas) 12,95 42,73 56,69
Reducdo do tamanho celular (citometria de
fluxo — 48 horas) 35,11 51,94 37,06

*QOs valores representam o percentual de células apresentando determinada alteracdo subtraindo-se os valores

obtidos em cada controle.

Alteragdes morfologicas e caracteristicas apoptdticas como exposicdo de
fosfatidilserina, perda do potencial de membrana mitocondrial e fragmentagcdo de DNA ndo
foram observadas em macrofagos tratados com concentragdes eficazes de LQB-118 contra L.
amazonensis. Esse resultado indica que a LQB-118 atua de maneira seletiva sobre o parasito e
reforca a possibilidade de sua utilizacdo como uma forma de intervencéo terapéutica.

E extremamente importante elucidar os caminhos bioquimicos que desencadeiam a

morte celular de Leishmania, a regulacdo génica deste processo e como esse fenbmeno se
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sobrepde aos processos dos mamiferos. E necessario determinar se esses organismos
compartilham com os organismos multicelulares alguns ou todos os efetores e reguladores da
apoptose ou se possuem um caminho proprio divergente (Verma e cols, 2007). A inducéo
seletiva de apoptose pela LQB-118 aqui apresentada sugere que 0s mecanismos de controle
desse processo no parasito e na célula hospedeira sejam divergentes.

A Fig. 5.1 apresenta esquematicamente o mecanismo de agéo leishmanicida proposto
para a LQB-118, que é um importante passo para a evolugdo desse protdtipo a um real
candidato a farmaco. Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a LQB-118,
promove sua atividade leishmanicida através da morte celular programada e que a
mitocondria constitui uma organela importante na regulacéo da cascata de morte celular em L.

amazonensis.
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APOPTOSE EM PROMASTIGOTAS E AMASTIGOTAS INTRACELULARES
Figura 51 - Mecanismo de acdo proposto para LQB-118 sobre L. amazonensis. A
naftopterocarpanoquinona LQB-118 induz a producéo de espécies reativas de oxigénio sobre promastigotas de L.
amazonensis, tendo a mitocondria como seu alvo mais provavel. A produgdo de ROS induz a despolarizagdo do
potencial de membrana mitocondrial dos parasitos e a possivel liberagdo de citocromo c e ativagdo de caspases
no citoplasma. As promastigotas tratadas com LQB-118 apresentam-se arredondadas, menores e exibem
condensacdo da cromatina nuclear. O tratamento com LQB-118 induz nos parasitos a exposicdo de
fosfatidilserina no lado externo da membrana plasmatica e fragmentacdo no DNA. Em macro6fagos infectados a
LQB-118 reduz significativamente a carga parasitaria, possivelmente desencadeando nas amastigotas 0 processo

de morte celular por apoptose, tendo sido observada a fragmentacdo do DNA dessas formas de Leishmania.
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6. CONCLUSAO

As concentracOes de LQB-118 efetivas contra Leishmania ndo induzem alteracfes
morfologicas e bioquimicas nas células hospedeiras. Essa caracteristica &
extremamente importante, pois indica que a LQB-118 atua sobre os parasitos de
maneira seletiva, podendo ser considerada para o desenvolvimento de intervencdes

terapéuticas contra leishmanioses.

LQB-118 induz nos parasitos tratados diversas alteracbes morfologicas caracteristicas
das alteracbes apoptoticas de células de metazoarios. Essas alteracdes incluem
arredondamento, retracdo celular, desestruturacdo de organelas citoplasmaticas como
mitocdndria, complexo de Golgi e reticulo endoplasmético (RE), condensacdo da

cromatina nuclear, formacao de vacuolos e rarefacdo do citoplasma.

As promastigotas de L. amazonensis tratadas com LQB-118 apresentam-se
significativamente menores quando comparadas aos parasitos controle,
morfologicamente alongados. O tratamento com LQB-118 n&o altera a integridade de
membrana dos parasitos, que permanece morfologicamente inalterada, com

microtUbulos subpeliculares bem organizados.

Os indicadores apoptéticos classicos observados em organismos multicelulares
também foram detectados em L. amazonensis. Formas promastigotas desses parasitos
exibiram externalizacdo de fosfatidilserina na face externa de suas membranas
plasmaéticas, perda do potencial de membrana mitocondrial (AY¥y,) e fragmentacdo de
DNA, sugerindo que o mecanismo de morte celular desencadeado pela LQB-118
ocorra através da apoptose. Esse tipo de morte celular também deve ser induzido pela
LQB-118 sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis, que também

apresentaram-se com DNA fragmentado apds o tratamento com este agente.

As vias pelas quais 0 mecanismo apoptdtico é desencadeado em L. amazonensis pela
LQB-118 ainda precisam ser estabelecidas. Nossos dados nos possibilitam postular

hipdteses sobre algumas das possiveis vias disparadas por essa substancia.
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- Uma das vias pelas quais a apoptose pode estar sendo desencadeada nesses
parasitos pela LQB-118 pode ser através da mitocondria Unica desses
organismos, intensamente afetada durante o tratamento. O colapso do potencial
mitocondrial do parasito, mediado pelo aumento da formacdo de ROS (evento
detectado em experimentos realizados parelelamente) pode ser um mecanismo
plausivel responsavel pelo desencadeamento da apoptose, induzindo a
liberacdo de fatores pré-apoptdticos mitocondriais para o citoplasma das

células.

— As alteracfes iniciais observadas na estrutura do complexo de Golgi também
levantam a hipotese de uma participacdo mais ativa desta organela no processo

apoptdtico a partir da liberagdo de caspase-2.

— Além disso, a desestruturacdo do RE visulizada nas células tratadas também
pode ser o evento responsavel pelo disparo da morte celular nos parasitos,

devido a alteracGes desencadeadas na homeostasia do calcio intracelular.
- Juntos, esses dados sugerem que a LQB-118 induz seletivamente muitas das alteracdes

classicas associadas a apoptose, e o0 colapso do potencial mitocondrial parece ser o

responsavel por disparar o processo de morte celular programada no parasito.
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