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RESUMO

A leishmaniose é uma doencga negligenciada, com especial incidéncia nos paises em
desenvolvimento; hoje em dia, 350 milhdes de pessoas estdo em risco de contrair esta
doenca, com 2 milh6es de novos casos notificados anualmente. O tratamento é
reduzido a quimioterapia, com uma escassez alarmante de medicamentos em uso
clinico atual e diversos efeitos colaterais, além de relatos de resisténcia associados a
muitos desses medicamentos. Todo esse contexto leva a necessidade da busca
urgente de novos farmacos. Neste trabalho avaliou-se o potencial leishmanicida de 63
benzofenonas sintéticas, juntamente com o farmaco buparvaquona, uma naftoquinona
usada atualmente para o tratamento da theileriose, sendo uma alternativa no estudo
de reposicionamento de farmacos, sendo essa uma estratégia prospera e de baixo
custo para a busca de novas drogas leishmanicidas. Ap6s uma triagem inicial da
biblioteca de benzofenona, foram selecionados quatro compostos que apresentaram
0s maiores valores de indice de seletividade. Num passo seguinte, foi realizada a
definicdo do mecanismo leishmanicida para este conjunto de benzofenonas (EFPLS6,
EFPL8, EFPI11 e AHI09) em L. donovani e do farmaco buparvaquona em L. infantum.
Todos estes compostos induziram a uma rapida redugé@o no nivel intracelular de ATP
dos parasitas, preservando a integridade da membrana plasmatica. Indicando uma
inibicdo da sintese de ATP, realizada principalmente em Leishmania pela fosforilacdo
oxidativa mitocondrial. Na verdade, todas elas induziram um colapso do potencial
eletroquimico da mitocéndria, inibindo a taxa de consumo de oxigénio de forma
dependente a concentracdo e induziram alteracdes morfolégicas nas mitocéndrias,
avaliadas pela microscopia confocal e eletrbnica de transmisséo, e também através do
elétrodo de oxigénio foi observado a a¢cédo das benzofenonas no complexo Il (succinato
redutase) enquanto buparvaquona atuou no complexo Il (citocromo c redutase) da
cadeia respiratéria. Finalmente, as benzofenonas, excepto EFPL8, desencadearam
um processo de alteracao do ciclo celular, porém a buparvaquona néo induziu esse
processo. Juntos, esses cinco compostos demonstraram a sua viabilidade para o
desenvolvimento de novos tratamentos contra a leishmaniose, além disso, o
conhecimento sobre o seu mecanismo de acéo ira facilitar a sua otimizacdo para a
implementacao futura como novo tratamento leishmanicida.

Palavras Chaves: sais de bifosfénio, buparvaquona, ATP, mitocéndria, fosforilagdo

oxidativa, succinato desidrogenase e citocromo ¢ redutase.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease, with a special incidence on developing
countries; nowadays 350 million people are at risk of contracting this disease, and 2
million new cases were annually reported. Treatment is reduced to chemotherapy, with
an alarming paucity in the number of drugs under current clinical use; this, together
with serious adverse side-effects and ramping resistance associated to many of them,
prompted the urgent search for new leads. In this work we evaluated the leishmanicidal
potential of 63 brand-new synthetic benzophenones, together with buparvaquone, a
synthetic naphtoquinone currently used for treatment of theileriosis, and under current
evaluation on human leishmaniasis, in trend with drug repurposing as a cheap thriving
strategy to find new leishmanicidal drugs. After an initial screening of the
benzophenone library, four compounds were selected on account of their higher
selectivity index. In a next step, we conducted the definition of the leishmanicidal
mechanism for this set of benzophenones (EFPL6, EFPL8, EFPI11 and AHIO9) on
Leishmania .donovani plus buparvaquone on L. infantum. All these compounds
induced a rapid decrease in the intracellular level of ATP of the parasites, while
preserving the role of impermeability barrier of the plasma membrane as a feasible
alternative to account for the bioenergetic collapse aforementioned. This pointed out to
the inhibition of the synthesis of ATP, mainly carried out in Leishmania by mitochondrial
oxidative phosphorylation. In fact all of them induced a collapse of the electrochemical
potential of mitochondria, inhibited the oxygen consumption rate in a concentration
dependent manner and induced severe morphological alteration of the mitochondria,
assessed by confocal and transmission electron microscopy by polarographic
techniques, benzophenones targeted complex Il (succinate reductase) while
buparvaquone did at complex Ill (cytochrome c reductase) of the respiratory chain.
Finally, benzophenones except EFPLS, triggered a programmed cell death process,
but not buparvaquone, as documented by the appearance of a sub-G;population after
treatment. Altogether, these five compounds demonstrated their feasibility for further
development as new treatment against leishmaniasis, Furthermore, knowledge on
their mechanism of action of action will facilitate their optimization for their hypothetical
future implementation as new leishmanicidal treatment.

Keys Words: bisphosphonium salts, buparvaquone, ATP, mitochondria, oxidative

phosphorylation, succinate reductase and cytochrome c reductase .
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1. Leishmaniose

A leishmaniose atualmente encontra-se entre as seis endemias
negligenciadas prioritarias no mundo, portanto é um problema de saude
publica, pois representa um complexo de doencas com importantes
manifestacdes clinicas e diversidade epidemioldgica (MS 2006).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que 350 milhdes de pessoas
estejam expostas ao risco, com um registro aproximado de 1,3 milhdes de
novos casos ao ano, em 98 paises de cinco continentes. Sao
aproximadamente 0,2 a 0,4 milhdes de casos de leishmaniose visceral e 0,7
a 1,2 mil casos de leishmaniose cutanea por ano (WHO 2010, Alvar et al.
2012). A maioria dos casos de leishmaniose visceral (90%) ocorrem em
areas rurais e suburbanas de 5 paises: Bangladesh, india, Nepal, Brasil e
Sudao. No Brasil sdo notificados 3.481 casos de leishmaniose visceral por
ano. Nos ultimos dez anos, a média anual de casos no pais foi de 3.156
casos, sendo a incidéncia de dois casos/100.000 hab Se n&o for tratada, a
taxa de mortalidade atinge 100% (MS 2006, WHO 2010, Cota et al. 2011,
Alvar et al. 2012).

Em 19 dos 27 estados brasileiros ja foram registrados casos
autoctones de LV. A partir dos anos 90, os estados Para e Tocantins (regiao
Norte), Mato Grosso do Sul (regido Centro Oeste) e Minas Gerais e Sao
Paulo (regido Sudeste) passaram a influir de maneira significativa nas
estatisticas da LV no Brasil. Com a expansdo da area de abrangéncia da
doenca e o aumento significativo no nimero de casos, a LV passou a ser
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude uma das prioridades
dentre as doencgas tropicais (MS 2006, Mondal et al. 2010). Estima-se que
20 000 a 40 000 pessoas morrem anualmente de LV (WHO 2010).

Desse modo, devido ao baixo poder aquisitivo dos pacientes e em
virtude dos recursos escassos destinados a saude dos paises onde
normalmente estas moléstias ocorrem, a producdo de medicamentos para
enfrentd-las ndo geraria um lucro satisfatério para a iniciativa privada
(Figura 1) (WHO 2010).
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A Leishmaniose visceral (LV), dada a sua incidéncia e alta letalidade,
principalmente em individuos néo tratados e criancas desnutridas, é também
considerada emergente em individuos portadores da infeccao pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se uma das doencas mais
importantes da atualidade. Em de 2010 a coinfec¢do Leishmania / HIV foi
relatada em 35 paises, sendo um risco em paises onde o acesso a terapia
anti-viral € um problema sério (MS 2006, Mondal et al. 2010, WHO 2010,
Cota et al. 2011) (Figura 1).

ol - ™ e .:-\.-;
. A\ ;.- "‘
v \,.,.'5: o g
oY o Mt ) Ny a
AN y :L J
S P\ VA L -
o :,".4';-\“',\\ >
[ :.' v / « .

B L cutanea y
'_"" - »

L. Visceral } A
| L. cutéanealvisceral & < . *

Figura 1: Distribuicdo mundial das diferentes manifestacdes clinicas da
leishmaniose

Fonte: (WHO 2010)

Por mais de noventa anos, o tratamento das leishmanioses vem
sendo realizado com antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metil
glucamina (Glucantime®) e estibogluconato de sédio (Pentostan®), que séo
0os medicamentos de primeira escolha para o tratamento. Estes
medicamentos sdo toxicos, nem sempre efetivos e com relatos de

resisténcia (Croft &Coombs 2003). Como tratamentos alternativos no Brasil,
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sdo utilizados a anfotericina B e suas formulagdes lipossomais e as
pentamidinas, as quais sdo igualmente téxicas ou possuem um custo
elevado e de dificil administracdo, demonstrando a necessidade de busca de
novas alternativas de tratamento (Croft &Coombs 2003). O tratamento com
anfotericina B lipossomal representa um custo de USD $18 por 50mg por
via. E a miltefosina representa um custo de USD $45,28 a USD $54,92 por
capsula, esses valores indicam os altos custos com o tratamento (WHO
2010).

1.1. Breve historico

Existem relatos sobre a doenca, no
continente americano, desde a época
colonial. Em 1571, Pedro Pizarro relatou que
0s povos situados nos vales quentes do Peru
foram dizimados por uma doenca que
desfigurava o nariz, a qual foi posteriormente

caracterizada como leishmaniose. A

importancia desta doenca era tamanha, que

Figura 2: Ceramica com | as deformacdes provocadas chegaram a ser

deformidades  faciais | registradas em pecas de ceramica, por
como as produzidas pela _ i )
Leishmania. artistas da época (Figura 2) (Goldman 1983).

A descoberta dos agentes etioldgicos

da leishmaniose, entretanto, s6 ocorreu o final do século XIX, quando
Cunningham em 1885, na india, descreveu formas de amastigotas em casos
de Calazar. Em 1898, o pesquisador russo Borovisky demonstrou ser um
protozoario o agente etiolégico do Botdo do Oriente. Em 1903, Leishman e
Donovan realizaram as primeiras descricdes do protozoario responsavel pelo
Calazar indiano, denominado mais tarde de Leishmania donovani.
Igualmente em 1903, Wright descreveu o parasita do Botdo do Oriente,
conhecido atualmente como Leishmania tropica. No continente americano,

varias doencas que criavam lesdes, frequentes em determinadas regides,
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eram chamadas de Ulcera de Bauru ou ferida brava. A correlacdo destas
lesbes com um protozoario do género Leishmania foi estabelecida por
Gaspar Vianna em 1909, no Instituto Oswaldo Cruz, recebendo o nome de
Leishmania braziliensis (Lainson &Shaw 1978).

No Brasil, o primeiro caso de LV foi descrito por Mignone, em 1913.
Tratava-se de um paciente procedente do municipio de Boa Esperanca, no
Mato Grosso (MS 2006, Alencar &Neves 1982). Desde entédo, a transmissao
da doenca vem sendo descrita em varios municipios, de todas as regides do
Brasil, exceto na Regido Sul. A doenca tem apresentado mudancas
importantes no padrdo de transmissao, inicialmente eram relatados casos
em ambientes rurais e periurbanos, mas recentemente tem se relatos em
centros urbanos como Rio de Janeiro (RJ), Corumbéa (MS), Belo Horizonte
(MG), Aracatuba (SP), Palmas (TO), Trés Lagoas (MS), Campo Grande
(MS), entre outros. Atualmente, no Brasil a LV esta registrada em 19 das 27
Unidades da Federacdo, com aproximadamente 1.600 municipios

apresentando transmisséo autéctone (MS 2006).

1.2.Taxonomia do género Leishmania e manifestagdes clinicas

A leishmaniose é causada por organismos digenéticos, parasitas
obrigatérios, com uma fase da vida no tubo digestério de um diptero
denominado flebotomineo, e outra fase, em um hospedeiro vertebrado (Rey
2001).

Taxonomicamente pertence ao Reino Protozoa, Filo Euglenozoa,
constituidos por protozoarios unicelulares e flagelados. Incluem-se na classe
Kinetoplastida por apresentar uma Unica mitocondria com uma
especializacdo estruturada denominada cinetoplasto, formada por circulos
de DNA localizando-se proximo a base do flagelo. Pertence a Ordem
Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae, que também engloba o
género Trypanosoma e mais outros oito géneros sendo agrupados em nove
complexos (Figura 3) (Cavalier-Smith 1998, Rey 2001, Banuls et al. 2007).
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No Brasil, as principais espécies envolvidas na infeccdo tegumentar
(LTA) sdo: Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis e
Leishmania (L.) guianensis. A espécie Leishmania (L.) infantum chagasi, €
responsavel pela infeccdo visceral (LVA) em seres humanos e caes
(Cupolillo et al. 1994, Mauricio et al. 2001, Sucen 2001, Mishra et al. 2009,
WHO 2010, Lainson &Shaw 1978).

E importante ressaltar a controvérsia que existe acerca da
nomenclatura e classificagdo entre Leishmania infantum e chagasi. Ha
autores que consideram que apenas L. (L.) infantum e L. (L.) donovani
seriam reconhecidas como agentes etiolégicos da leishmaniose visceral,
sendo que a primeira ocorria nas areas endémicas da Bacia do
Mediterraneo, na Europa, no norte da Africa e nas Américas Central e do
Sul, e o segundo, nas areas endémicas da India, leste da Africa e Oriente
Médio. A Leishmania infantum e chagasi seriam consideradas a mesma,
devido a estudos moleculares que nédo observaram diferencas entre os
parasitas (Mauricio et al. 1999, Mauricio et al. 2000, Mauricio et al. 2001).
Alvar e colaboradores em seu trabalho de 2006 adotaram esse critério.

Recentemente Lainson e Rangel (2005) defenderam a manutencgao
do parasita em um nivel subespecifico, como Leishmania (L.) infantum
chagasi e Leishmania (L.) infantum infatum com base em suas
caracteristicas etiolégicas, como o habitat silvestre de seu flebotomineo
vetor, Lutzomyia longipalpis, e seu reservatorio vertebrado natural (Lainson
&Rangel 2005). A WHO até o manual de 2010 adotou esse sistema de
classificacao.

O presente estudo adotou a nomenclatura de Alvar et al (2006) e,
portanto, trabalhou com as espécies Leishmania (L.) donovani e Leishmania
(L.) infatum.
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Famlia TRYPANOSOMATIDAE
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Figura 3: Taxonomia do género Leishmania

Fonte: (WHO 2010).

As duas principais formas distintas do parasita sdo denominadas
promastigota e amastigota. A forma promastigota (Figura 4 e 6) é
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor. E alongada e assume um
aspecto fusiforme, é flagelada e extracelular, possui dimensdes entre 15 e
24 ym de comprimento por 2 a 3 ym de largura. O nucleo fica situado no
terco médio da célula e o cinetoplasto encontra-se anterior ao nacleo, com o
flagelo livre a partir da porcdo anterior. O flagelo deixa o corpo flexivel dando
motilidade (Rey 2001, Lodge &Descoteaux 2005).
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Figura 4: Representacdo esquematica da ultraestrutura da forma
promastigota de Leishmania. Legenda: B: blefaroplasto, F: flagelo, G:
aparelno de Golgi, K: cinetoplasto, L: lisossomo, M: mitocondria, mt:
microtubulo, N: nucleo, RE: reticulo endoplasmatico.

Fonte: (Rey 2001, Sucen 2001)

A forma amastigota é intracelular e sem movimento, presente nos
tecidos do hospedeiro, é arredondada, e possui dimensfes geralmente de 2
a 6 ym de comprimento e 1,5 a 3 um de largura; apresenta limite externo
formado por membrana celular unitaria (Figura 5 e 6). O nucleo é excéntrico,
contém geralmente dois nucléolos e abundante material granuloso forrando
a membrana nuclear. Esta forma caracteriza-se por ser levemente achatada
e de contorno ovoide, eliptico ou fusiforme e o flagelo curto interiorizado. O
reticulo endoplasmético € pouco abundante; o aparelho de Golgi, as
vesiculas e outras formacdes citoplasmicas ndo apresentam

particularidades. A multiplicacdo dos amastigotas ocorre no interior de

24



vacuolos parasitoforos em macrofagos de diferentes tecidos, originando a

doenca na forma cutanea, mucocutanea e visceral (Rey 2001, Lodge

&Descoteaux 2005).

Figura 5: Representacdo esquematica da ultraestrutura da forma amastigota
de Leishmania. Legenda: B: blefaroplasto, G: aparelho de Golgi, K:
cinetoplasto, M: mitocéndria, mt: microttbulo, N: nicleo.

Fonte: (Rey 2001, Sucen 2001)
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Figura 6: Observacdao microscépica da forma promastigota (A) e a forma
amastigota (B)

Fonte: (Rey 2001, Sucen 2001)
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A forma e a gravidade das manifestacdes clinicas das enfermidades
dependem tanto da espécie infectante como do estado imunoldgico do
hospedeiro, porém podem ser classificada em trés tipos basicos de
leishmaniose:

eLeishmaniose cutanea - caracterizada por ulceracdes limitadas na
pele, no local da picada do vector, geralmente em zonas expostas do corpo
(face, bracos ou pernas).

e eishmaniose mucocutanea - caracterizada pela destruicdo da
mucosa e da cartilagem da boca e da faringe, seguida pelo tecido facial.

e eishmaniose visceral - é a forma mais grave da doenca e é
acompanhada de alta mortalidade, se néo tratada. Os parasitas apresentam
acentuado tropismo pelo baco, figado, medula 6ssea e tecidos linfoides.
Causando febre, anorexia, palidez e posterior aparecimento de
hepatoesplenomegalia, leucopenia e pancitopenia (Figura 7) (Rey 2001,
Alvar et al. 2006, Santos et al. 2008).
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Figura 7: Classificacdo taxonémica de Leishmania e suas
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Cutanea

clinicas em fungéo das espécies infectantes.

Fonte: (Alvar et al. 2006)
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1.3. Vetor e reservatorio

Os vetores da leishmaniose séo dipteros da familia Psychodida,
hematéfagos pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e
Lutzomyia (Novo Mundo), com vasta distribuicdo nos climas quentes e
temperados. O género Lutzomyia (Figura 8) é conhecido popularmente,
dependendo da localizagcdo geografica, como mosquito palha, tatuquira,
birigui, entre outros (Sucen 2001).

Os flebotomineos adultos normalmente se alimentam a noite, do
crepusculo ao inicio da manha. Eles tém uma capacidade de voo limitada a
curtas distancias, sdo sensiveis ao calor e tem um exoesqueleto delicado.
No Brasil as principais espécies vetoras da leishmaniose cutanea americana
sdo: Lutzomyia whitmani, Lu. pessoai, Lu. migonei, Lu .intermedia, Lu.
fischeri e Lu. wellcomei (Lainson &Rangel 2005).

Existem cerca de 30 espécies de flebotomineos envolvidas na
transmissdo dos agentes da leishmaniose visceral no mundo (Desjeux
1996). No Brasil, duas espécies, até o momento, estdo relacionadas com a
transmissdo da doenca Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira
espécie é considerada a principal espécie transmissora da L. infantum no
pais e recentemente, Lutzomyia cruzi foi incriminada como vetor no estado
de Mato Grosso do Sul (MS 2006).

Figura 8: Fémea de flebotomineo adulto.

Fonte: (MS 2006).
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Somente as fémeas sao hematéfagas, pois necessitam de proteinas
presentes no sangue para o desenvolvimento dos ovos. Pertencem ao tipo
dos dipteros de atividade crepuscular e pds-crepuscular, abrigando-se
durante o dia em lugares umidos, sombrios e bem protegidos dos ventos.
S&ao encontrados em tocas de animais silvestres, buracos de pau, ocos de
bambu, uma vez que em tais ambientes as larvas encontram matéria
organica, calor e umidade, condicdes necessarias para seu desenvolvimento
(Sucen 2001).

Os flebotomineos infectam-se durante o repasto sanguineo no animal
portador da doenca, aspirando macréfagos parasitados, amastigotas livres
no sangue ou tecidos e podem assim, transmitir a doenca ao homem (Sucen
2001).

Os mamiferos portadores da leishmaniose sdo geralmente animais
silvestres como a preguica, o tamandua, roedores, raposas € outros; 0s
reservatorios domeésticos, como o cdo, sdo considerados hospedeiros
acidentais da leishmaniose. Na area urbana, o cédo (Canis familiaris) € a
principal fonte de infeccdo da LV. A enzootia canina tem precedido a
ocorréncia de casos humanos e a infeccdo em cédes tem sido mais

prevalente que no homem (Sucen 2001).

1.4. Ciclo de vida

O ciclo de vida do parasita tem dois momentos: um no hospedeiro
invertebrado e outro no vertebrado. O flebotomineo, durante a alimentacéo,
regurgita parte do conteido do seu tubo digestorio e assim transmite 0s
promastigotas infectantes ao hospedeiro vertebrado. As formas
promastigotas sdo rapidamente fagocitadas por células de defesa,
especialmente macrofagos, e dentro de um vacuolo (fagossomo) se
transformam em amastigotas. O vetor, durante o repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado infectado, ingere uma pequena quantidade de sangue
com macréfagos contendo as formas amastigotas. No tubo digestivo do

vetor, 0s amastigotas se transformam em promastigotas, e estes ao
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realizarem um novo repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado,
liberam as formas promastigotas juntamente com a saliva (Figura 9)
(Roberts et al. 2000, Sacks &Kamhawi 2001).

No homem, a LT (Leishmaniose tegumentar) possui um periodo de
incubacdo em média de 2 meses (ainda que possa variar entre 2 semanas a
até 2 anos) podendo apresentar periodos mais curtos (2 semanas) e mais
longos (2 anos). Ja na LV, o periodo de incubacéo é bastante variavel tanto
para o0 homem, como para o cdo. No homem, é de 10 dias a 24 meses com
meédia entre 2 a 6 meses, e no cdo, varia de 3 meses a Vvarios anos, com
média de 3 a 7 meses (Roberts et al. 2000, Sacks &Kamhawi 2001).

Estagios no Vetor Estagios no Homem
Veftor injeta promastigotas Promastigatas s80
na pele

fagocitados por
J macrofagos
Divisao ﬂ (__

Pramastigotas se
Iransformam am
amastigatas dentro
de macrafagos

i

Amastigotas se transformam
am promasiigotas

Ingestan de células
parasitadas {

; E E - Amastigotas se mulliplcam
.y nas calulas
T — M (incluindo macrofagos)

i @ de varios lecidos

‘Welor ingere sangue
contendo macrofagos
infectados com amastigotas

Figura 9: Ciclo de transmissao de leishmaniose.

Fonte: CDC (2014)
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1.5. Caracteristicas morfoldgicas e metabolismo energético

Determinadas caracteristicas do género Leishmania determinam
caracteristicas morfoldégicas e moleculares Unicas, o fato de apresentar um
ciclo digenético e parasitar as células do sistema de defesa do hospedeiro
vertebrado determina que a membrana plasmatica do parasita apresente um
namero de peculiaridades e uma capacidade de sofrer mudancas drasticas
em sua composicdo durante os diferentes estigios de vida do parasita
(Figura 10).

1.5.1 Superficie celular

O principal componente da membrana plasmatica, especialmente do
promastigota, € um denso glicocalix formado por proteinas e
oligossacarideos ancoradas a membrana por estruturas do tipo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Lodge &Descoteaux 2005).

Seus principais componentes sao:

« Lipofosfoglicano (LPG): E o componente principal do glicocalix dos
promastigotas, 5x10° unidades por célula. Esta presente na superficie da
célula inteira, incluindo o flagelo. Na forma amastigota esse nimero é muito
baixo 10%10° unidades por células. O LPG permite a adesdo do
promastigota ao epitélio digestivo do vetor e proporciona a resisténcia a lise
de enzimas hidroliticas do tudo digestivo do inseto e do mecanismo do
sistema imune. Em L. donovani o tamanho do LPG duplica durante
metaciclogénese, aumentando a resisténcia a lise. LPG também atua
retardando a maturacdo do vacuolo parasitario (Figura 10) (Guha-Niyogi et
al. 2001).

+ Fosfolipidios de glicosilinositol (GIPLs): Sdo os componentes mais
abundantes na superficie da célula de promastigotas e amastigotas
(aproximadamente 10’ unidades por célula), a sua importancia é maior em
amastigotas, devido a auséncia de LPG e glicoproteina GPI - ancorada.

Atuam como ligantes de receptores em macréfagos, inibindo a sintese de
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NO (6xido nitrico) em macréfagos (Figura 10) (Guha-Niyogi et al. 2001,
McConville et al. 2002).

« Glicoproteina (GP): E a principal proteina de promastigotas em
Leishmania. Gp63 é uma glicoproteina (5x10° unidades por célula). Em
amastigotas se encontra em numero muito reduzido e se localiza na regido
do flagelo (Guha-Niyogi et al. 2001), ou dos lisossomos (llg et al. 1993). Ele
atua como um fator de viruléncia e protege o parasita contra as proteases
(Yao 2010). Em amastigotas, embora seja baixa a sua expressdo, essa
proteina aumenta a sobrevivéncia do parasita no macréfago (Chen et al.
2000). A Gp46 é uma proteina exclusiva dos promastigotas (4x10° unidades
por célula), porém se encontram ausentes no complexo braziliensis. Sua
principal funcdo é a resisténcia a protedlise (Rivas et al. 1991, Lincoln et al.
2004). Como tal, a sua expressdo aumenta na forma promastigotas
metaciclica, e protege contra a lise por enzimas lisossomais (Figura 10)
(Beetham et al. 1997).

« Proteofosfoglicanos (PPGs): E o componente principal em
promastigotas, e € responsavel por ocasionar a regurgitacdo do sangue em
flebotomineo, apds a alimentacdo, devido a capacidade de formar um
tampdo que esse componente possui (Rogers et al. 2004). Também protege
0S promastigotas contra as enzimas de lise do tubo digestivo do vetor
(Secundino et al. 2010).

» Composicao lipidica: A membrana plasmatica do promastigota
possui 30% de esterdis, sendo o principal, o ergosterol (Tabela I). A
proporcdo de fosfolipidios acidos é maior em Leishmania do que em

eucariotas superiores (Tabela I) (Wassef et al. 1985).
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Tabela I: Composicao de fosfolipidios em promastigota de L.donovani, em
comparacao com eritrocitos de mamiferos.

Membrana Plasmatica Mitocondria de
Fosfolipidio  Eritrocito (%0) Promastigota (%) Leishmania (%)
CL 0] 0.6 10.5
FG 0 Traco 8.8
FE 22.8 37.7 10.7
FC 27.1 14.9 24.4
Fl 1.4 17.9 14.3
FS 14.2 9.9 3.9
AF 1.4 Traco Traco
Outros 33.1 19.0 27.5

Legenda: CL = Cardiolipina; FG =Fosfatidilglicerol; FE = Fosfatidiletanolamina; FC =
fosfatidilcolina; Fl = Fosfatidilinositol; FS =Fosfatidilserina; AF = Acido fosfatidico
Fonte:(Wassef et al. 1985).

A composicdo dos fosfolipidios da membrana de amastigotas ainda
ndo se encontram devidamente determinada, porém a unido com anexina V
a sua superficie demonstra a exposi¢cao de residuos de fosfatidilserina, que
atuam como inibidores da ativacdo de macrofagos (de Freitas Balanco et al.
2001).

A B

4

JRARAE L ORI SR
(NI R

Figura 10: Representacdo esquematica das principais moléculas de
superficie da Leishmania promastigota (A) e amastigota (B). Legenda:

LPG=lipofosfoglicano; PPG= proteofosfoglicano; GIPLs= glicosilinositol
fosfolipidos; gp63=glicoproteina 63.

Fonte: Modificado de(McConville et al. 2002).
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Além das organelas comuns dos eucariotas, a Leishmania possui

certas organelas exclusivas.

1.5.2. Organelas citoplasmaticas

* Os microtubulos subpeliculares: A membrana citoplasmatica é
recoberta pelo seu lado interno, por uma rede de microtubulos
subpeliculares, que fornecem a células a rigidez necessaria para manter a
estabilidade morfoldgica contra a tensdo mecéanica (Morgan et al. 2002).

« Glicossomo: E uma organela Unica nos Kinetoplasta. Suas
caracteristicas morfolégicas incluem essa organela no grupo pertencente
aos peroxissomos (Moyersoen et al. 2004). Mais de 87% da proteina total do
glicossomo corresponde as enzimas glicolitica e o resto compreendem
outras enzimas envolvidas em diferentes processos metabolicos (Opperdoes
1990, Michels et al. 2006).

‘Megasoma: E uma organela volumosa e é caracterizada por um
elevado teor de enzimas lisossomais. A sua presenca tem sido descrita no
Complexo mexicana e esta associada com a capacidade invasiva dos
amastigotas e a subverter o sistema imunolégico (McKerrow et al. 1993,
Alberio et al. 2004).

+ Cinetoplasto: E o DNA-mitocondrial presente na mitocondria. O
género Leishmania apresenta uma Unica mitocéndria e o DNA mitocdndrial
se apresenta condensado em uma regido proxima aos corpusculos basais
do flagelo (nove pares de microtlibulos concéntricos e um par central) sendo
chamado de cinetoplasto, onde fica armazenado o kDNA, que representa
20% do DNA total celular. No espaco intermembrana, cuja composi¢cao
ibnica é semelhante a do citosol, contém um distinto grupo de proteinas

incluindo o citocromo c (Lesnefsky et al. 2001, Liu et al. 2005).
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1.5.3.Metabolismo energético

1.5.3.1.Catabolismo da glucosa

A Leishmania adquire D-glucosa por meio de difuséo facilitada através
de transportadores especificos (Ter Kuile &Opperdoes 1993), 3 genes foram
descritos em L. mexicana sendo responsaveis por essa funcdo (Burchmore
&Landfear 1998). Os estagios iniciais da glicOlise sdo realizados no
glicossomo (Figura 11). As conclusbes gerais do catabolismo da glicose
podem ser resumidas em: (Blum 1993, Opperdoes &Coombs 2007).

a) Os hidratos de carbono sdo metabolizados aerobicamente
produzindo como metabolitos finais o succinato, acetato, piruvato, alanina,
lactato e glicerol.

b) A glicélise desempenha um papel secundario para satisfazer as
exigéncias de energia do parasita, sendo a principal fonte de energia os
aminoacidos.

c) A utilizacdo de glicose € mais elevada em células em fase
logaritmica, que em células em fase estacionaria.

d) Os amastigotas de L. pifanoi em aerobiose liberam praticamente os
mesmos produtos, mas em diferentes propor¢gdes (Rainey &MacKenzie
1991, Blum 1993).

e) Em condicbes anaerObicas, a captacdo de glicose em
promastigotas decresce atingindo nimeros nulos em condicBes anaerébicas
(100% Ny). Esta situacdo se reverte em uma atmosfera de CO, (5%),
provavelmente devido a fixacdo de CO, ao fosfoenolpiruvato para formar
oxaloacetato, utilizada no ciclo de Krebs inverso a formacéo de succinato
(Blum 1993).

Comparado as outras células eucariotas com a Leishmania observa-
se que a grande diferenca esta que nas células eucariotas as enzimas
hex-fosfofrutoquinase sao responsaveis pela regulagédo da glicolise enquanto
a Leishmania realiza a nivel piruvato quinase. A frutose - 2,6 - bifosfato € um

regulador potente de fosfofrutoquinase de outras células eucaridticas e foi
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detectado em Trypanosoma brucei, Leishmania spp. e Crithidia spp., € um
eficaz ativador alostérico do piruvato quinasa de tripanosomatideos (van
Schaftingen et al. 1985), um processo exclusivo desse grupo, e ausente em
Euglena, leveduras e mamiferos (Opperdoes 1990). O piruvato quinase de L.
major também ¢é ativado pela frutose -1,6- bisfosfato e fosfoenolpiruvato, e
inibida por nucleotideo trifosfato (ATP, GTP, ITP), o que sugere uma
diminuicéo do fluxo glicolitico em células com uma carga elevada de energia
(Ernest et al. 1994).
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Figura 11. Esquema das principais rotas do metabolismo da glucosa em
Leishmania. Os principais produtos do metabolismo se mostram em negrito.
O ciclo de glioxilato se representa em linhas de pontos, enquanto a rota do
metabolismo do manano, desconhecida até a data, se apresenta como linea
descontinua. G-6-P.- Glucosa-6-fosfato; F-6-P.- Fructosa-6-fosfato; FDP.-
Fructosa-1,6-bifosfato; DHAP.- Dihidroxiacetona-fosfato; GAP.-
Gliceraldehido-3-fosfato; 1,3-PGA.-1,3-Difosfoglicerato; 3-PGA. - 3-
Fosfoglicerato; 2-PGA.- 2-Fosfoglicerato; PEP.- Fosfoenolpiruvato; G-3-P.-
Glicerol-3-fosfato; OAA.- Oxalacetato; MeG.- Metil-glioxal.

Fonte: Modificado de (Opperdoes &Coombs 2007).
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1.5.3.2. Mitocondria e fosforilagdo oxidativa

O género Leishmania tem uma Unica mitocondria, ramificada e
estendida por toda a célula, que ocupa cerca de 11% do volume da célula
(Coombs et al. 1986).

A membrana externa € constituida por cerca de 50% de lipidios e
50% de proteinas. Certas proteinas (porinas) formam canais que tornam a
membrana permeavel a moléculas de peso molecular até 6000 daltons. Por
sua vez, a membrana interna € responsavel pelas funcfes fisiologicas da
mitocondria, e € constituida por 20% de lipidios e 80% de proteinas,
principais responsaveis pela sintese de ATP (Salvador 2003).

Em L. donovani a fosforilacéo oxidativa representa a principal fonte de
ATP necessaria para a sobrevivéncia e crescimento do parasita (Van
Hellemond &Tielens 1997, Sen et al. 2006). A fosforilacdo oxidativa esta
envolvida em diversos processos e vias metabdlicas, tais como: Conversao
do piruvato a acetil-CoA, processo este catalisado pelo complexo da
desidrogenase do piruvato; ciclo do acido citrico; fosforilacdo oxidativa, que
resulta do funcionamento conjunto da cadeia respiratoria acoplada a sintese
de ATP; degradacdo dos acidos graxos; fornecimento de intermediarios
metabolicos a célula; armazenamento de calcio, de forma a manter a
concentracdo de calcio citoplasmético a um nivel baixo e constante; sintese
de DNA, RNA e proteinas; reparacdo do DNA e formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Pedersen 1999).

A cadeia de transporte de elétrons acoplada a ATPase mitocéndrial
€ a responsavel direta pela geracdo de ATP por fosforilacdo oxidativa
(Figura 12), cuja presenca foi demonstrada em 1988 promastigotas de
L. donovani (Rassam &Robert 1988, Zilberstein &Dwyer 1988). A total
dependéncia da cadeia respiratéria para manter as funcbes celulares, e a
auséncia de um metabolismo fermentativo, que permite ao parasita
prosperar em anaerobiose, se manifesta quando o oxigénio ndo pode ser
utilizado como aceptor terminal de elétrons, forcando o parasita a reduzir o
gasto de energia resultando na inibicdo do crescimento e da mobilidade (Van

Hellemond &Tielens 1997). Essa situacdo se produz por um bloqueio da
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cadeia respiratoria com inibidores classicos como antimicina A (Complexo
[II) ou cianeto (Complexo IV). Essa situacdo € reversivel, retomando as
funcdes metabdlicas do parasita, sempre que a inibicdo na cadeia de
transporte de elétrons ou a falta de oxigénio ndo exceda 48 horas (Van
Hellemond &Tielens 1997).

O estudo da funcionalidade das mitocondrias de Leishmania conta
sempre com a dificuldade de isolar a organela intacta, devido a sua
complexidade estrutural e a existéncia da camada subpelicular de
microtubulos sob a membrana plasmatica do parasita, o que Ihe confere uma
elevada resisténcia a lise. Esta ultima caracteristica torna necessario usar
condicbes especialmente drasticas para conseguir a lise do parasita. O uso
de digitonina, em um intervalo de concentracfes especificas, obtém uma
permeabilizacdo seletiva da membrana plasmatica sem alterar a membrana
mitocondrial interna, pela auséncia de esterodis nesta. Esta técnica permite o
acesso aos inibidores e substratos para a mitocéndria, e evita o isolamento
da organela (Vercesi et al. 1991). Por estudos espectroscopicos
demonstrou-se a presenca de citocromos b, ¢, a e a3, junto com a coenzima
Q (ubiquinona) em L. tropica, assim como em outros tripanossomatideos
(Hill 1976), o citocromo b é mais abundante do que o citocromo a, a3 e
citocromo c (atipico em comparacdo aos mamiferos). Usando diferentes
inibidores detectou a presenca de uma NADH desidrogenase atipico em L.
tropica (Martin &Mukkada 1979), L. mexicana (Hart et al. 1981) e L. donovani
(Santhamma &Bhaduri 1995, Bermudez et al. 1997). Em Leishmania a
respiracdo € dependente de succinato e é similar a de mamiferos: Sua
oxidacdo por succinato coenzima Q redutase (Complexoll), é inibida por
malonato e 4,4,4-trifluoro-1-(2-tionil) 1.3 (TTFA), seguida pela oxidacdo da
coenzima Q e reducgédo do citocromo c oxidase (Complexo Ill), que transfere
os elétrons do citocromo ¢ oxidase (Complexo IV). Em todo o caso o
consumo de O, € inibido pelo malonato (Santhamma &Bhaduri 1995),
seletivo do Complexo II demonstram a importancia do succinato como
doador de elétrons a esses parasitas, em detrimento do NADH e do

complexo I. Na Leishmania o complexo | ndo apresenta fungéo, assim como
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em outros Trypanosomatideos, ja que carece de subunidades requeridas
para o transporte de H+. Diferenca essa existente entre a fosforilacdo
oxidativa em mamiferos, que apresentam o0 complexo | operante
(Santhamma &Bhaduri 1995, Bermudez et al. 1997).

Complexo | Complexo |l Complexo lll Complexo IV Complexo V

[

TP synthase
(Eschenchia coli)

Fmnit

1202 2H+ H0O
Cotochrome ¢ oxidase
(hovine)

0 Cytachrors bel
Succinate Furnarate e (Enewhc\:e)cumplex

1659316995

O 2741 03611 oo
PPH PP Pi ADP

o)

HAD+OQ OH+ 0
3H+  ATPHIO

Figura 12: Modelo de esquema da fosforilagdo oxidativa em Leishmania
ssp. O tracado azul indica que o0 compexo | encontra-se inativo em
Leishmania.

Fonte: Modificado de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(http://www.genome.ad.jp).

Alguns trabalhos demonstram que a mitocéndria é responsavel por
controlar a vida e a morte da célula. A permeabilidade da membrana
mitocondrial precede o processo de morte celular, sendo um de seus
principais indicadores (Loeffler &Kroemer 2000).

Em organismos multicelulares, a apoptose é um processo fisiol6gico
essencial, necessario ao desenvolvimento normal e a manutengdo da
homeostase dos tecidos (Fumarola &Guidotti 2004). No entanto, a apoptose
estd também envolvida em diversos processos patologicos, tais como:
doenca neurodegenerativa, imunolégica e cancerigeno. Assim, ap6s um

sinal apoptotico na célula, ocorre uma série de alteragdes resultando em sua
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morte. Este processo foi observado em formas amastigotas de Leishmania
por Lindoso e colaboradores (2004) como o responsavel pela regulacdo da
populacdo de parasitas durante certas fases da infec¢éo. A necrose por sua
vez, pode ser provocada por estresse ou dano celular. Ocorre um rapido
colapso da homeostase interna acompanhada de lise da membrana
citoplasmatica e das membranas internas com liberacéo de restos celulares
para o espaco extracelular, gerando processo inflamatorio. E caracterizada
morfologicamente pela formagcdo de protuberdncias na membrana
plasmatica seguida pela eventual ruptura de algumas delas e a consequente
liberacdo de componentes citosolicos (Lindoso et al. 2004).

A principal diferenca entre a necrose e a apoptose esta relacionada
aos aspectos bioenergéticos, ja que o nivel de ATP no processo de necrose
diminui drasticamente, gerando a morte celular. No processo de apoptose, a
reserva de ATP se mantém parcialmente, ja que o processo é dependente
de energia (Malhi et al. 2006). De acordo com 0 exposto, a mitocéndria se
mostra um elemento fundamental nos processos de morte celular, tanto por
apoptose quanto necrose.

A mitocondria de tripanossomatideos vem sendo estudada como um
alvo em potencial para farmacos, visto que se apresenta como organela

unica no parasita (Fidalgo &Gille 2011).
1.6. Formas de Tratamento

1.6.1. Quimioterapia

No Brasil o farmaco de primeira escolha € o antimonial pentavalente,

o antimoniato de N-metil glucamina (Figura 13), Glucantime®, (Rhodia-

5+
Brasil), com 425 mg do antimonial ou 1,5 g de Sb a 8,5% (85 mg/mL),
desde os anos 50. Outro composto antimonial € o estibogluconato de sédio,

5+
Pentostam® (Glaxo-Wellcome-UK) que contém 10% Sb (100 mg/mL), ndo

comercializado no Brasil. O antimonial € indicado como primeira escolha

41



para o tratamento de todas as formas de LT, com excecdo dos pacientes
coinfectados com HIV e gestantes. Destaca-se, ainda, que as formas
mucosas exigem maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas

e maior possibilidade de recidivas (Pessoa 1963 , Genaro 2003).

?tNHCH;

HCOH

HCOH
(OH),5b,0
HCOH

HCOH

CH,OH
Figura 13: Estrutura quimica proposta do antimoniato de N-metilglucamina.

Fonte: (Rath et al. 2003) (modificado).

Nao havendo resposta satisfatéria com o tratamento pelo antimonial
pentavalente, os farmacos de segunda escolha s&o a anfotericina B (Figura
14 A) e o isotionato de pentamidina - Lomidine® (Figura 14 B) (Pessoa
1963 , Genaro 2003, WHO 2010).
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HN NH

Figura 14: Estrutura quimica: (A) anfotericina; (B) pentamidina.

Fonte:(Rath et al. 2003)(modificado).

Ha restricdes do uso dos antimoniais em pacientes coinfectados com
HIV, com idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias e doenca de Chagas. H& diversos efeitos colaterais, sendo
mais frequentes: artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vémitos, plenitude
gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre,
fraqueza, cefaleia, tontura, palpitacdo, insbnia, nervosismo, choque
pirogénico, edema e insuficiéncia renal aguda. Em seu limiar de toxicidade,
pode levar a alteragBes cardiacas, renais, obrigando nesse caso a
suspensdao do tratamento (Croft &Coombs 2003, Medeiros et al. 2005).

Os antimoniais pentavalentes sado considerados leishmanicidas, pois
interferem na bioenergética das formas amastigotas de Leishmania. Tanto a
glicdlise, quanto a oxidacdo dos acidos graxos, processos localizados em
organelas peculiares, sdo inibidos, sendo que essa inibicdo € acompanhada
de reducédo na producao de ATP e GTP (Medeiros et al. 2005).

O desoxicolato de anfotericina B € um antibi6tico, sendo 400 vezes
mais potente que o antimonial pentavalente. E considerada como farmaco
de primeira escolha no tratamento de pacientes gestantes com LT e
pacientes com coinfeccdo Leishmania / HIV. Apresenta toxicidade seletiva
por sua interferéncia nos ésteres (episterol, precursor do ergosterol) da
membrana citoplasmatica de Leishmania

No caso em que todas as demais opcoes terapéuticas tenham sido

utilizadas sem sucesso, ha a indicagcdo do uso da anfotericina B lipossomal,
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disponiveis em trés formas de apresentacdo: anfotericina B lipossomal
(Ambisone®), anfotericina B de dispersdo coloidal e anfotericina B de
complexo lipidico (Amphocil®) (Ribeiro &Michalick 2001, Sucen 2001).

A miltefosina (Figura 15) é alquilfosfocolina que tem atividade contra
células cancerigenas, € um medicamento indicado nos casos de LV de
moderada intensidade. Durante os testes clinicos realizados na india, foi
usado por via oral a 2,5 mg/kg/dia, por 28 dias e observou-se que 95% dos
pacientes tratados foram curados (Medeiros et al. 2005). Por dez anos, este
medicamento vem sendo utilizado na india para o tratamento da LV e hoje é
medicamento de primeira escolha no tratamento (Dorlo et al. 2012). Na
Colébmbia e Bolivia € usado como medicamento de segunda escolha em
leishmaniose muco cutanea (Alvar et al. 2006).

Os possiveis alvos da miltefosina em Leishmania incluem a
interferéncia no metabolismo éter-lipidico, biossintese de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e no sinal de transducdo (Lux et al. 1996).
MitocOndrias e, especificamente, a citocromo oxidase C tém sido implicados
como alvos da miltefosina em promastigotas de L. (L.) donovani (Luque-
Ortega &Rivas 2007, Luque-Ortega et al. 2012).

0
I
H3C—(CH2)14—CH:—O—F|>—O—(CH2)2—N+ (CH,),
2
0

Figura 15: Estrutura quimica da miltefosina.

Fonte: (Rath et al. 2003)(modificado).

A paromomicina (Figura 16) € um medicamento candidato também ao
tratamento da LV. E um exemplo de Drug repurposing, pois € um
amonoglicésido, desenvolvido como antibacteriano. Os estudos clinicos
est&o na fase Ill no leste da Africa, com intencéo de registrar o medicamento
na Etiépia, Suddo e Quénia. O Institute One World Health conduziu os
estudos da fase lll com a paromomicina com fins de registro na India
(Lotrowska &Zackiewscz 2005 ).
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Figura 16: Estrutura quimica da paromomicina.

Fonte: (Rath et al. 2003) (modificado).

A sitamaquina é um farmaco oral derivado da 8-aminoquinolina,
atualmente em desenvolvimento (Yeates 2002). Foram realizados estudos
de fase Il no Brasil, Quénia e india, com taxas de cura variando de 27 a
87%, com varios casos de efeitos renais sérios(Dietze et al. 2001, Wasunna
et al. 2005). Atua no complexo Il (succinato desidrogenase) da cadeia

respiratdria (Carvalho et al. 2011).

1.6.1. Problemas da quimioterapia atual

Os principais problemas séo os efeitos secundarios graves, como ja
mencionados, com excecdo da anfotericina lipossomal e da miltefosina,
diversas doencas secundarias gastrointestinais e vomitos constantes séo
ocasionados durante o tratamento, além da teratogenicidade que impede a o
tratamento de criancas e mulheres em idades férteis. Outro grave problema
€ o custo elevado dos farmacos, especialmente da anfotericina lipossomal
Ambisome, apesar do acordo do fabricante Gilead com a WHO, que reduziu
0 preco e a alta efetividade (resultados satisfatorios com um dose), o
tratamento ainda é muito custo.

Talvez o problema mais grave seja a resisténcia, estes esforcos em

buscar novas alternativas para o tratamento é devido a resisténcia crescente
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ao antiménio em Bihar, india, onde estdo aproximadamente 40% dos casos
mundiais de resisténcia (Croft &Coombs 2003). Em pleno século XXl ainda é
utilizado como farmaco de primeira escolha, uma substancia sintetizada em
1940. Pouco se avangou nessa area até o presente momento, iSso porque a
América Latina representa apenas cerca de 3,8% do mercado da industria
farmacéutica mundial enquanto que os paises ricos representam 90%, de
um mercado de 518 bilhdes, orientando as prioridades de pesquisa e
desenvolvimento de farmacos no mundo (Lotrowska &Zackiewscz 2005 ).
Uma das estratégias para preservar a eficacia dos poucos farmacos
existentes € a terapia combinatoéria, onde se utilizam dois farmacos com nula
resisténcia cruzada para prevenir o surgimento de resisténcias, ainda que se
induzam ao parasita a resisténcia a essas especificas combinacdes, essa

técnica acaba sendo uma alternativa no tratamento.
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2. Estratégias para o estudo de novas terapias

A leishmaniose é uma doenca negligenciada, que atinge as
populacdes de baixa renda, ndo despertando o interesse das industrias
farmacéuticas em investir na pesquisa de novos farmacos. Os farmacos
atuais sdo escassos e com diversos efeitos colaterais. De forma geral, novas
alternativas terapéuticas devem ser investigadas na busca de novas formas
de tratamento da doenca, principalmente tratamentos de baixo custo,
acessiveis aos paises em desenvolvimento, com prioridade a medicamentos
orais que evitam a internacdo do paciente, elevando o custo do tratamento.
As principais abordagens nessa busca sdo: encontro ao acaso, triagem
empirica, triagem de bibliotecas quimicas, extracdo de principios ativos de
fontes naturais, modificacdo molecular de compostos ja existentes, sintese,
reposicionamento de farmacos, associagdo de farmacos. (Korolkovas 1982,
Tempone et al. 2011, DNDi 2014).

Dentre as abordagens citadas, o presente trabalho teve como foco de
pesquisa: a triagem (screening) de bibliotecas quimicas e o

reposicionamento de farmacos (drug repurposing).

2.1. Triagem (screening) de bibliotecas quimicas

A triagem de compostos sintetizados, tem se tornado uma das
prioridades nos programas de Drug Discovery, tanto na inddstria como no
setor académico, como uma alternativa de novas moléculas com acbes
dirigidas na célula (Bajorath 2002, Bleicher et al. 2003).

O método de obter novos farmacos através da modificagcdo molecular
de compostos sintéticos, tem se mostrado recompensador. Consiste em usar
uma substancia de acdo bioldgica conhecida como modelo ou protétipo e
sintetizar novos compostos que sejam homélogos ou analogos estruturais do
farmaco matriz. S&o dois os objetivos desse método:

1. Descobrir o grupo farmacoférico, que consiste no grupamento que

Ilhe confere acao farmacologica,
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2. Obter farmacos que apresentem propriedades mais desejaveis que
0 prototipo em potencial, especificidade, duracdo de acao, facilidade de
administracao, estabilidade, custo, dentre outros.

Alguns exemplos de farmacos obtidos por esse método séo: efedrina,
cinarina e prednazato (Korolkovas 1982). O planejamento racional de
farmacos fundamenta-se basicamente no conhecimento da estrutura
molecular dos receptores, 0 que possibilita elaborar substancias com perfis
farmacolégicos mais definidos. Para tanto, as hipoteses séo elaboradas
fundamentando-se no conhecimento das propriedades fisico-quimicas dos
compostos ativos e seus respectivos sitios moleculares de acdo (Amaral et
al. 2003).

No estudo de bibliotecas quimicas estudou-se a acdo de sais de
fosfénios, aménios, piridinicos e quinolinios

Sais de fosfénios vém sendo bastante explorados como prototipos
antiparasitarios. Kinnamon et al (1979) relataram pela primeira vez, a
atividade in vivo de sais de benziltrifenilfosfénio, contra Trypanosoma
rhodesiense. Compostos derivados de dibrometo de bifosfonio (4,4’-bis ((tri-
n-pentilfosfonio)metil) benzofenona) também demonstraram atividade anti-
Tripanossoma brucei (Taladriz et al. 2012). Estudos demonstraram a
atividade anti-T.brucei rodesiense, anti-T.cruzi e anti-Leishmania mexicana,
anti- Leishmania donovani. Os valores de CEso foram muito promissores,
sendo CEsp de 1uM para Leishmania donovani (Luque-Ortega et al. 2010) e
CEspde 0.011uM para Tripanosoma brucei (Taladriz et al. 2012). Além disso,
um composto derivado de bifosfénio 4,4’-bis ((tri-n-pentafosfénio)metil)
benzofenol dibromideo, apresentou valores de CEsy de 0.04pM em
Tripanosoma brucei (Dardonville &Brun 2004).

Também foram encontrados relatos de atividade contra o parasita
Schistosoma mansoni (McAllister et al. 1980).

Desta forma, sais de bifosfonio vém se destacando com uma classe

promissora de novos candidatos antiparasitarios (Taladriz et al. 2012).
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2.2. Reposicionamento de farmacos (drug repurposing)

O reposicionamento de farmacos consiste em encontrar novas
indicacOes terapéuticas para os farmacos ja aprovados no mercado. Esta é
uma estratégia cada vez mais utilizada para encontrar novos medicamentos.
Esta abordagem € de grande interesse principalmente para doencas
negligenciadas porque os dados de seguranca e eficacia ja se encontram
disponiveis e podem ser aproveitados. Coletar e disponibilizar ao publico o
maximo de dados possivel sobre o perfil e alvo dos farmacos oferece
oportunidades para redefinicho do seu uso. Para as empresas
farmacéuticas, o reposicionamento tem significativo valor comercial, uma vez
que amplia o mercado para um farmaco, encontrando novos usos,
oferecendo menor risco financeiro e um periodo de tempo mais curto para
obtenc&o dos lucros (Sundar et al. 2002, Ashburn &Thor 2004, Croft et al.
2006, Ekins et al. 2011).

Trabalhar com reposicao permite trabalhar com alvos conhecidos com
estudos clinicos ja realizados, possibilitando um menor tempo de pesquisa e
menor custo em comparagao a outros estudos (Ekins et al. 2011).

Um grande namero de farmacos que foram desenvolvidos para outras
doencas tem sido utilizado com sucesso como terapia para doencas
infecciosas em paises em desenvolvimento. No tratamento da LV, exemplos
de sucesso de reposicionamento sdo a miltefosina e a pentamidina, sendo
que a primeira foi inicialmente desenvolvida para o tratamento do cancer de
mama (Sundar et al. 2002, Ekins et al. 2011); e a segunda foi sintetizada
como hipoglicemiante. A anfotericina B e os az6is também s&do exemplo,
eles foram primeiramente usados no tratamento de infeccbes fungicas
(Olliaro et al. 2005, Croft et al. 2006, Tiuman et al. 2011).

No estudo de reposicdo de farmaco, foi o escolhido o farmaco
buparvaquona.

Esse farmaco é utilizado na veterindria e € denominado Butalex®
(Butalex®Coopers Animal Health Ltd, Berkhamsted, Herts, UK). E uma
naftoquinona recomendada como padrdo ouro no tratamento da theileriose

bovina, doenca de grande impacto econdmico nos paises do norte da Africa
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e Asia. E causada pela infeccdo de parasitas no estagio esporozoita de
Theileria parvum, um protozoario do filo Apicomplexa, mesmo filo
pertencente do Plasmodium. A Theleria € um parasita de macréfagos
bovinos (McHardy et al. 1985), apresentou relatos de atividade anti-
Leishmania por Croft e colaboradores (1992).

A buparvaguona € uma molécula pequena, com peso molecular de
326 g/mL, além da atividade descrita para Leishmania, também foi descrita
atividade para malaria (Martin et al. 1973) (Gokhale et al. 2003),
criptosporidiose (Kayser et al. 2001), Pneumocystis carinii pneumonia
(Kaneshiro et al. 2001).

Apesar de sua atividade promissora anti-Leishmania in vitro com
valores em nanomolares (Croft et al. 1992), em experimentos in vivo, 0S
resultados ndo foram promissores, mostrando baixa supressdo da carga
parasitdria em camundongos infectados com L. (L.) donovani e nenhum
efeito em cées infectados com L. (L.) infantum (Vexenat et al. 1998). Porém
estudos recentes de nosso grupo demonstraram uma atividade promissora
deste farmaco na forma lipossomal a 0.4 mg/kg, reduzindo a carga
parasitdria em mais de 90% de hamsters infectados com L. infantum
(Reimao et al. 2012). Apesar disso, poucos estudos vém abordando o
mecanismo de acédo deste farmaco (Muller &Jacobs 2002, Gokhale et al.
2003, Venkatesh et al. 2008), evidenciando a caréncias de estudos desse

promissor farmaco para leishmaniose.
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1. Objetivo Geral:

Estudo do metabolismo energético de Leishmania spp. como alvo
terapéutico para compostos tanto de nova sintese, com as benzofenonas,

como de reposicionamento, com o farmaco buparvaquona.

2. Objetivos especificos:

1. Determinacédo da atividade leishmanicida in vitro de uma biblioteca de 63
benzofenonas e do farmaco buparvaquona.
l.a - Avaliar in vitro a Concentracdo Efetiva CEsp e Concentracdo
inibitéria Clsg nas formas, promastigota de L. donovani e amastigota
axénico de L. pifanoi dos 63 compostos, e do farmaco buparvaquona
em L. infantum e L. pifanoi.
1.b - Determinacdo do indice de seletividade desses compostos
sintéticos e do farmaco BPQ.
1.c - Selecéo, das benzofenonas com os maiores valores de indice de
seletividade, sendo esse critério utilizado como indicador do potencial
para a futura implementacao na terapia de Leishmania, para o estudo
do metabolismo bioenergético através das variacbes dos niveis de
ATP intracelular.

2.-Estudo da sua acao sobre o metabolismo energético do parasita, atraves

do monitoramento dos niveis de ATP intracelular.

3.- Localizacdo dos danos funcionais na mitocéndria do parasita apés a
eliminacdo da permeabilizacdo da membrana plasmatica como possivel
causa da alteracdo dos niveis de ATP. Definicdo da disfuncdo mitocondrial
mediante a medida do potencial eletroquimico da mitocdndria (Wm), inibigao
do consumo de oxigénio e alteracdo estrutural através da microscopia

eletrbnica de transmissao e confocal.
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4 - Determinar o Complexo da cadeia respiratoria de atuacdo das

benzofenonas selecionados e farmaco buparvaquona.

5 - Determinar a importancia da morte do parasita da via intrinseca

mitocondrial nos processos de alteragao do ciclo celular.
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1. Compostos de estudo

1.1. Compostos sintéticos

Foi estudada a atividade anti-Leishmania de 63 compostos. Esses
compostos foram sintetizados pelo Dr. Christophe Dardonville pesquisador
do Instituto de Quimica Médica-CSIC (Consejo Superior de Investigacion
Cientifica) em Madri-Espanha.

Desses 63 compostos 39 sdo sais de bifosfénio, 10 sdo sais de
monofosfénio e 14 sdo amdnio / piridinicos / quinolinicos.

Os compostos sofreram as seguintes variagdes: (a) tamanho e tipo
dos substituintes (R1, Rz, R3); (b) carga do sal (mono ou bivalente); (c) tipo
de contra ion X, (d) substituinte L. Os compostos amonio
/piridinicos/quinolinicos, substituiram o fosforo por N (ver esquema nas
tabelas Il a IV).

O padrdo de substituicdo de compostos bifosfénio € mostrado na
Tabela Il. Sais de monofosfénios (Tabela Ill) e ambnios quaternarios/
piridinicos/ quinolinicos (Tabela IV).

Todos os compostos foram caracterizados por RMN (Ressonancia
magnética nuclear) e IR (Espectroscopia de infravermelho) e o grau de
pureza sempre foi superior a 99,5%.
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Tabela Il: Estrutura e massa molar dos compostos sintéticos de bifosfonio.

L
R R R
| | X

-
R3 R3
Compostos X L R4 R, R; PM
CRMI46 Br CO 941.02
AHIO4 Br O CH cHy 632.35
AHI9 B O J D 908.68
e \::_'_;._: . .,':;',..o CH3
AHI10  Br CH, | B 906.70
~ ST~ CH,
AHI15 Br O _,_ 929.00
AHI16  Br CH, . y 927.03
N N N N
’Jﬁ\/\ fffj o fﬁi\/\
AHI17 Br O \j\ | \j\ 964.78
= CH3 = CH, = CHs
Lo LN RN
AHI18  Br CH, \j\ | \,j\ 962.81
7 CH, 7 CH, 7 CHs
AHI19 Br O |/L N /IIVQQ] |/L N 1180.98
D NN A
AHI20  Br CHy ("5 /IZVQQ] S 1179.00
NN R NN N
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L N ES
VHI20  Cl (CHy). \Q \©\ \©\ 887.93
CHs CH, CHs
N N o
VHI22 CI CO \©\ \©\ O 887.89
CHs CH, CHs
CovsT B O T P = 928.8
2 5 2
Efpl1  Br CO \O \O \O 904.7
% <2 o~
Efpl2  Br CO \©\ \O \Q 1099.3
Cl Cl Cl
o - o~
Efpl3  Br CO \@\ \@ \@ 1000.6
F F F
ff ﬁ 2
Efpl4  Br CO \Q \O O 1072.8
OMe OMe OMe
o 5 ,f
Efpl11  Br CO j@ j@ j@ 1072.8
MeO MeO MeO
LN < &
Efpl6  Br CO D D @ 1012.7
MeQ MeO
s # 4
Efpl7  Br CO @\ \©\ @\ 976.8
CHs CH; CH,
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AHIO8  Br CH, ;VL\ ;VL\ L;VL\ 758.71
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:fJJ B ;fr) fjd\/\
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Tabela Ill: Estrutura e massa molar dos compostos sintéticos de sais de
monofosfénio.

Ph
L -
©/ \©\/Fﬁ1 \©\X/ |+_F)h
+_
R Ph

Rs  Br AT10: X = Cl
AT5: X=Br

Compostos X L R, R, Rs PM

o N Jf“\ PN i ~
AT 10 “ - \[\:JJ ﬂ\y] \E\;’/’J 402.90
EPN RN PN

0L ¢

AT 21 Cco 7 CH, 7 CH, 7 CH, 579.37
| | |
AT 22 Br co L z L_,,; L = 579.37

AT 27 Br co LA AU LA 477.76

T TR Y
AT 28 Br co TVJ ﬁ\;j \‘“"’/"J\CHs 551.45

AT 29 Br co s~ A A 393.30

P

s /"QQ\W AN -

P

AT 30 B co Meo” ™ Me0” T MeO” 7 627.50
AT 31 Br co S~~~ A~~~ 561.62
AT 33 Br o 7 cH 7 CHy TCH, 567.50

BN AR JCHy A CHy  ~ R CHj

| | |
AT 34 Br o L\::f & = 567.50
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Tabela IV: Estrutura e massa molar dos compostos sintéticos aménios
guaternarios/piridinicos/quinolinicos.

Compostos Estrutura X L R PM

L
CDbv2g R{ /Uij j@i\ R Br cO Et 57044
_ N+ +N X"
X \
R R
O

CDhV31l Br O n-Bu 726.75

CDV33 O X_+N/‘ Br -~ -~  354.24

(@)
CDV34 O Br -- - 404.3
DASYS
(@]
CDV35 Br - n-Hex 544.65
F"
CDV36 “N-R Br - n-Bu 460.49

L
) —~
covas T OW: \©\/“N x Br - -~ 55843

CDV26 " . Br O - 51425
g | M©/ g % |

CDV29 S LN NS Br O - 526.26

CDV27 o Br O -  614.37

g g
CDV30 ~-NO NS Br CO -  626.38
CDV32 R /UijLQVR\ R Br CO nBu 73876
N + + .
X 'Tl ’\\l X n-Hex

CDV38 & R Br CO 895.07

CDV46 \@ cl - -- 427.97
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1.2. Farmaco

A buparvaquona 2- ( ( 4-tert-butilciclohexil ) metil ) — 3 — hydroxi - 1,4 -
naftoquinona (PM = 326,42) (Figura 17) € vendida comercialmente como
Butalex®, foi doada pela empresa farmacéutica Glaxo Smith Kline ao Dr.
André Gustavo Tempone Cardoso.

O farmaco foi dissolvido em DMSO para 0s experimentos de elétrodo

de oxigénio e em etanol para os demais experimentos.

il
SO NS
i

Figura 17: Estrutura da buparvaquona

2. Cultura celular
2.1.Cepas utilizadas e meio de cultivo

Os promastigotas utilizados foram: L. donovani cepa
MHOM/SD/00/1S-2D, fornecida por S. Turco, Kentucky University; a cepa L.
infantum cepa M/CAN/ES/96/BCN150, L. major cepa MHOM/JL/80/Friedlin,
foram cultivadas em RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Reino Unido),
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (HIFCS), 5 mM de
NaHCOg3, 5 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 50 U de unicilina/mL, e 24
Hg de gentamicina/mL a pH 7,2 a 25 °C. A cepa 3-Luc L. donovani foi obtida
por transfeccdo com o vetor de expressao pX63NEO-3Luc, que codifica para
uma forma de Photinus pyralis luciferase mutante na seu tripéptido C-
terminal (Lugue-Ortega et al. 2001), que determina que a enzima permaneca
no citoplasma e que no seja reconhecida pela maquinaria de importancia

glicosomal. Os parasitas foram cultivados sob condi¢des idénticas no meio
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descrito acima, mas foram suplementados com 30 pg de geneticina/mL
(G418; Gibco). Os amastigotas axénico L. pifanoi (MHOM/VE/60/Ltrod)
foram fornecidos por AA Pan e foram mantidos a 32 °C em meio 199 (Gibco-
BRL), suplementado com 20% de HIFCS, 50 mg de hemina por L e 5% de
tripticasa.

Para o experimento de toxicidade foram utilizadas as células RAW
264.7 e macrofagos peritoneais de BALB/c. As células RAW 264.7, sao
macrofagos da linha monocitica murina e foram cultivadas em RPMI 1640
nas mesmas condicdes do promastigota. A manutencdo da cultura era
realizada entre 3 a 5 dias, utilizando tripsina para desprender as células da
garrafa de cultura. Os macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
foram obtidos apdés uma injecao intraperitoneal de 1 mL de tioglicolato de
sédio a 3%, 4 dias anteriores ao experimento, para retirada dos macréfagos

por lavagem peritoneal.

2.2. Viabilidade e proliferacéo celular (CEsg e Clsp)

Para determinar a concentracdo efetiva 50% (CEsp) 0S promastigotas
e amastigotas na fase exponencial tardia (- 10’ parasitas/mL) foram
concentrados por centrifugacdo (centrifuga refrigerada Beckman GPR, rotor
GH-H7, 1000 x g, 10 min, 4 °C). Foram lavados em tampao de solugéo
salina de Hank’s (137 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 4.2 mM, Na;HPO4, 4.4 mM
KH,PO4, 4.1 mM NaHCOgs, pH = 7.2), suplementado com 10 mM de D-
glicose (HBSS-GIc) a 4°C, e ressuspendidos no mesmo tampao a uma
densidade 2x10’células/mL. Aliquotas (120 pL) da suspenséo celular foram
incubadas com os compostos durante 4 h, a 25 °C ou 32 °C (promastigotas
e amastigotas respectivamente). No final de 4 h, 20 pL da aliquota do
experimento anterior foi transferida para uma microplaca de 96 po¢cos com
120 pL de meio RPMI para promastigota e 180 yL de meio M199 para a
forma amastigota, incubando agora por 72 h a 25 °C para promastigotas; 96

h a 32 °C para amastigota. Esse experimento permitiu determinar o valor da
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concentracao inibitéria 50% (Clsp), ou seja, a capacidade de recuperagdo do
parasita sem a concentracéo inicial dos compostos e do farmaco.

Outro experimento de proliferacdo dos parasitas também foi
realizado com os compostos selecionados e com o farmaco, foi 0 CEsgb, que
consistiu em ressuspender o parasita a uma densidade 3,3x10° células/mL
em meio de crescimento para o0 respectivo parasita (72 h a 25 °C para
promastigotas; 96 h a 32 °C para amastigotas) a fim de determinar a
proliferagdo do parasita em presenca constante dos compostos e do
farmaco. Para medir essas atividades foi utilizada a técnica de inibicdo da
reducdo de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-feniltetrazolium bromideo.
Uma solucdo de 50 pyL de MTT (0,5 mg/mL) em HBSS-Glc foi adicionado a
solucdo e incubado durante 1 h a 25 e 32 °C para promastigotas e
amastigotas respectivamente, apds essa incubacao foi adicionado 50 pL de
solucdo de 10% (peso/volume) de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) e 24 h
depois se procedeu a leitura das placas no Bio-Rad leitor de microplacas
ELISA a 590 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
(Ferndndez-Reyes 2010).

2.3. Ensaio de citotoxicidade em RAW 264.7 e macréfagos peritoneais

Para a realizagdo do experimento as células foram lavadas duas
vezes em Hank's e ressuspendidas no mesmo, a uma densidade de 10°
células/mL. As células foram ressuspendidas em meio RPMI a uma
concentracdo final de 10° células/mL, colocadas em uma microplaca de
cultura de 96 pocos (100 pL/pocgo).

Ambas as células forma incubadas com os compostos e o farmaco
do estudo por 4 h. A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio
colorimétrico de reducdo do MTT e foi expressa como a porcentagem do

valor obtido em relagéo as células do controle (Saugar 2004).
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3. Estudo do mecanismo de acdo dos compostos selecionados e do
farmaco buparvaguona

3.1. Variacgéo in vivo dos niveis de ATP intracelular em promastigotas
de L. donovani.

A manutencédo de um nivel de ATP intracelular adequada é essencial
para a homeostase celular. A variacdo de ATP detectada por esse
experimento pode ser ocasionada por uma alteracdo na membrana
plasmatica ou por uma alteracdo da sintese de ATP, que como foi
mencionado na introducao, em Leishmania € essencial devido a fosforilacéo

oxidativa que ocorre na mitocondria (Figura 18).

B) Permeabilizacdo da membrana plasmatica
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A) Inibicdo da sintese de ATP mitocondrial

Figura 18: Diagrama do ensaio de luminescéncia e 0s processos celulares
ocasionados pela acdo da droga.

Fonte:(Lugue-Ortega et al. 2003)
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Esse ensaio tem como base a reacao catalisada pela luciferasa que
permite a conversdo de D-luciferina a D-oxoluciferina na presenca de O,
com consumo de uma molécula de ATP e a emissao de um foton (Luque-
Ortega et al. 2001) (Figura 18).

A variacdo in vivo em niveis intracelulares de ATP foi monitorada em
promastigotas da cepa L. donovani 3-Luc que expressava luciferasa, no
citoplasma, a baixa permeabilidade da luciferina através da membrana
plasmatica, se soluciona utilizando-se o éster de luciferina DMNP-luciferina,
que al esterificar o grupo carboxilo da luciferina, permite o livre acesso
através da membrana, uma vez no interior do parasita as esterases
citoplasmatica geram D-luciferina, devido a essas condicdes o0 substrato
limitante da reacdo luminescente € o ATP livre, que em presenca dos
substratos e capaz de emitir luminescéncia. O substrato para a luciferase,
DMNPE-luciferina, foi preparado a partir da solucédo-stock de 5 mM em
DMSO. Sendo adicionado & suspensdo de promastigotas 3-Luc (2x10’
células/mL) em HBSS-GIc a uma concentracéo final de 25 uM, e aliquotas
desta suspensao foram imediatamente distribuidas em uma microplaca preta
de 96 pocos (100 pL/poco) (Luque-Ortega et al. 2001). Os compostos
testados e o farmaco foram adicionados somente quando a luminescéncia
atingiu a estabilidade. Este ponto foi considerado como tempo zero e a sua
luminescéncia foi tomada como 100%. As concentracbes testadas dos
compostos foram de 1,5 uM, 3 uM, 5 uM, 10 pM e 15 uM e do farmaco BPQ
foram 0,01 uM, 0,02 uM, 0,04 pM, 0,08 uM e 0,1 pM. A leitura ocorreu por 45
minutos. No caso do farmaco BPQ ocorreu também a incubac&o do parasita
com o farmaco por 4 h, apos esse periodo se procedeu a adicdo do DMNPE-
luciferina e a posterior leitura.

As mudancas no sinal de luminescéncia foram monitoradas em um

Leitor Galaxy Polarstar (Labotechnologies BMG, Offenburg, Alemanha).
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3.2. Permeabilizacdo da membrana plasmatica

Para detectar se a alteragcdo de ATP observada no experimento
anterior se deve a uma permeabilizacdo da membrana plasmética, foi
utilizada a sonda fluorescente vital SYTOX Green (Molecular Probes, Leiden,
Holanda) (PM = 600), a membrana plasmatica da Leishmania é impermeavel
a essa sonda, porém quando se produz um poro na membrana,
suficientemente grande para permitir a entrada dessa sonda no interior das
células e esta se unir aos acidos nucleicos intracelulares e possivel detectar
a fluorescéncia pelo espectrofotometro, podendo dessa forma avaliar a
permeabilizacdo da membrana.

Os compostos foram testados frente ao promastigota de L. donovani
e o farmaco BPQ frente ao promastigota de L. infantum em HBSS-Glc (2x10’
promastigotas/mL), os parasitas foram pré-incubadas com 1 pM SYTOX
Green durante 5 minutos em aliquotas de 100 pL. ApGs a estabilizacdo da
fluorescéncia, as drogas foram adicionadas, na concentracdo maxima 15 uM
para 0s compostos sintéticos e as concentragbes 0,04 uM, 0,2 uM, 0,75 uM
e 3 uM para a buparvaguona. O aumento de fluorescéncia, devido a ligacéo
da sonda com de acidos nucleicos, foi monitorada utilizando filtros de
comprimentos de onda de 504 e de 523 nm de excitacdo e de emissao,
respectivamente, em leitor de microplaca Fluorostat Galaxy. A
permeabilizacdo completa (100%) de Leishmania foi obtida com 0,1% de
Triton X-100 (TX-100). Todos os ensaios se realizaram em triplicata a 26 °C.
Realizou-se a leitura assim que adicionado os compostos e se chamou de
t=0 e também se realizou a leitura apds 12 h de incubacéo (Diaz-Achirica et
al. 1998).

3.3. Despolarizagcdo da membrana mitocondrial
Outra das possiveis causas da diminuicdo dos niveis intracelulares
de ATP observados no experimento de bioluminescéncia pode ser também a

acao dos compostos ou do farmaco na mitocondria, como j& relatado no item
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3.1, pois a sintese de ATP pela fosforilacdo oxidativa requer a manutencgéo
do gradiente de potencial eletroquimico através da membrana interna das
mitocondrias, de modo que a sua variacdo € um parametro apropriado para
a avaliacao de acao de possiveis farmacos.

A variacdo do potencial de membrana mitocondrial de promastigotas
foi medida pela acumulacdo de Rodamina-123. A sonda Rodamina-123 é um
cétion lipofilico que € retido pela seletividade do potencial da membrana
mitocondrial, a marcacdo é dependente do potencial da membrana,
produzindo-se uma menor fluorescéncia em caso de despolarizacdo da
membrana mitocondrial (Emaus et al. 1986).

Os parasitas (2x10’ promastigotas/mL) foram ressuspendidos em
HBSS + Gluc e incubados (volume final 120 pL) com os compostos EFPLSG,
EFPL8, EFPL 11 a concentracdo crescente de 3 uyM, 10 uM e 15 uM e
AHIO9 a1 uM, 3 yM e 5 uM, por 4 h a 25 °C. O farmaco BPQ foi incubado a
4 h como os compostos e também a 12 h nas concentracdes crescentes de
0,05; 0,75; 1,5 e 3 uM.

ApOs esse periodo foi adicionada a Rodamina-123 (0,3 pyg/mL) e foi
incubada por 10 min a 37 °C, posteriormente as amostras foram lavadas e
centrifugadas e ressuspendidas em HBSS + Gluc, a leitura foi realizada em
um citbmetro de fluxo Beckman Coulter FC500 MPL (comprimentos de onda
de excitacdo e emissédo de 488 e 525 nm, respectivamente). Os parasitas
nao tratados foram considerados o controle negativo do experimento, para
determinar a fluorescéncia basal das células, sendo que a alteracdo da
membrana mitocondrial foi ocasionada pela incubacéo do parasita com KCN
1 mM, sendo este, o controle de despolarizacdo total da membrana

mitocondrial (Saugar 2004).

3.4. Identificacdo dos complexos da cadeia respiratoria de elétrons
afetados pelos farmacos.

Uma vez detectada a alteracdo do potencial de membrana

mitocondrial, é importante posteriormente determinar qual € o complexo de
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acao na cadeia respiratoria € afetada pelo composto ou pelo farmaco do
estudo. As taxas de consumo de oxigénio foram mensuradas com um
elétrodo de oxigénio de Clark (Hansatech, KingsLynn, Reino Unido) a 25 °C,
utilizando-se 1 mL de suspensdo de promastigotas (10° células/mL) em
tampé&o de respiracdo (10 mM Tris-HCI, pH 7,2, 125 mM sacarose, 65 mM
KCIl, 1 mM MgCl,, 2,5 mM NaH,PO,4, 0,3 mM EGTA, suplementado com 5
mM succinato (substrato doador de elétrons) e 1 mg/mL de BSA (Albumina,
livre de &cidos graxos, que tem a capacidade de sequestrar acidos graxos
gue atuam como desacoplante da cadeia respiratéria, presente no soro com
capacidade de ligar a compostos hidrofébicos). As células foram
permeabilizadas com digitonina a 6 mM, o que permitiu a permeabilizacéo
seletiva da membrana plasméatica mas ndo da membrana mitocondrial
interna. Subsequentemente, 10 mM de ADP (Adenosina difosfato) foi
adicionada para restaurar a respiracao ao estado 3, uma vez que a taxa de
equilibrio foi novamente alcancado, os compostos foram adicionados a
concentracdo maxima 25 pM para 0s composto sintéticos e 3 UM para o
farmaco buparvaquona. Apos a adicdo da droga e uma vez que a taxa de
equilibrio foi alcangcado, um conjunto seletivo de substratos e inibidores da
cadeia respiratéria foram ensaiados em concentra¢cdes finais de 6,7 mM a-
glicerofosfato (doador de elétrons ao complexo | em mamiferos, em
Leishmania é alfa-glicerofosfato desidrogenase mitocondrial), 0,1 mM de
tetrametil-p-fenilenodiamina, mais 1,7 mM, ascorbato (TMPD-ascorbato)
(doador de elétrons ao citocromo c), malonato 2 mM (inibidor do complexo
i), 1,9 mM antimicina A (inibidor do complexo III), KCN 10 mM (inibidor do
complexo V) (Carvalho et al. 2010, Luque-Ortega et al. 2010). De acordo
com o complexo da cadeia respiratoria em estudo (Figura 19).
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Figura 19: Esquema dos inibidores e substratos especificos da cadeia
respiratoria de Leishmania usados nesse estudo. Legenda: UQ, Ubiquinona;
Cyt C, citocromo c. Linhas solidas fluxo de eletrons, linhas tracejadas
inibidores.

Fonte: Carvalho (2010)

3.4.1. Atividade succinato deshidrogenase (SDH)

Para corroborar com o resultado apresentado pelo experimento de
deteccao da taxa de consumo de oxigénio, foi realizado o experimento para
medir a atividade da enzima SDH, que avalia a acdo diretamente no
complexo Il.

Foi obtida uma fragdo enriquecida de mitocondria. Os promastigotas
de Leishmania foram lavadas duas vezes em PBS, ressuspendidos em
tamp&ao hipo-osmotico (5 mM Tris - HCI , pH 7,4), 10 min a 26°C , depois as
células foram mantidas em gelo e trituradas em Potter—Elvehjem. Os detritos
celulares foram removidos por centrifugagdo (1000 xg, 10 min, 4 °C). O
sobrenadante foi entéo centrifugado a 13.000 xg (20 min, 4 °C). O sedimento
resultante, contendo a fracdo mitocondrial, foi ressuspendido em tampéo
salino de fosfato isotdénico (50 mM Na,HPO,4, 90 mM NaCl , e 5 mM KCI, pH
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7,2). A concentracdo de proteina foi medida utilizando o reagente de
Bradford (Bio-Rad) e ajustada a densidade para 0,2 mg/mL de aliquotas
(100 pL/poco) da fragcdo mitocondrial, sendo posteriormente adicionados a
uma microplaca de 96 pocos, deixando se incubar por 1 h a 25° C com os
guatro compostos em concentragdes diferentes, EFPL6 e AHIO09 (8, 16, 32 e
64 uM); EFPL8 e EFPL11 (10, 40 e 80 uM) na presenca de 10 mM de
succinato substrato da reacdo e 10 mM de malonato como controle (inibidor
do complexo Il). A atividade SDH foi medida espectrofotometricamente a 415
nm, utilizando-se um modelo 680 de Bio-Rad (ELISA), e 1 mM de
ferricianeto de potassio foi usado como reagente colorimétrico. O sal
ferricianeto de potassio K, (Fe(CNg)) quando sofre reducdo diminui o sinal
de absorbancia, o ferricianeto recebe elétrons do citocromo c (Carvalho et al.
2011).

3.5. Ciclo celular

A deteccdo da acdo dos compostos e do farmaco na atividade
mitocondrial poderia indicar um aumento na populacdo sub-G1,
caracterizada pela presenca de fragmentos de DNA, podendo indicar uma
inducdo de apoptose, ocasionado pelos compostos e pelo farmaco BPQ,
essa acgdo foi monitorada pela andlise do ciclo celular, especificamente pelo
aumento da fase sub-G1l. Os parasitas (2x10’ promastigotas/mL) foram
incubados por 4h com diferentes concentragcdes dos compostos EFPL6 (8
MM e 16 uM); EFPL8 (9 uM e 18 uM); EFPL 11 (3 uM e 6 uM) e AHIO09 (5 uM
e 10 uM), e BPQ (0,5 uM, 1 pM e 3 uM) e 12 h para o farmaco BPQ com as
mesmas concentracbes do experimento a 4 h. Apdés esse periodo de
incubacéao, foi adicionado 1 mL RPMI a essa incubacéo, e novamente foram
incubados, agora por 12 h a 26 °C, depois procedeu-se a lavagem com PBS,
e foi fixado com etanol frio a 70% e novamente incubado por 12 h. Depois foi
novamente lavado com PBS e ressuspendido em 500 pL de 25 mg/mL de
iodeto de propidio (IP) e RNase A 1 mg/mL, e incubado por 30 min no

escuro a temperatura ambiente. O experimento foi medido em 488 e 520 nm
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por citometria de fluxo Beckman Coulter FC500 MPL cytofluorometer. Como
controle positivo para a inducdo de populacdes sub-G1, os parasitas foram
tratados em condi¢cdes idénticas, porém foram incubados com 10 uM
miltefosina, relatada por ocasionar o0 aumento a populacdo de sub-G1
(Luque-Ortega &Rivas 2007, Luque-Ortega et al. 2010).

3.6. Microscopia

3.6.1. Microscopia confocal

Detectando a acdo dos compostos na mitocondria, propds se verificar
visualmente essa acdo dos compostos e do farmaco na mitocondria atraves
da visualizagéo pela marcacgdo dupla, utilizando a sonda fluorescente Mito-
Tracker Red, sonda especifica para a mitocondria e DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole), sonda especifica para o DNA, utilizada para definir a regiao
do nucleo e do cinetoplasto. Os promastigotas de L. donovanie L. infantum
(2x10° promastigotas/mL) foram marcados com 0,1 pM Mitotracker Red
(Molecular Probes), durante 10 min a 26 °C, respectivamente foram lavados,
e incubados no escuro, com 0s compostos durante 4 h na concentracdo de
15 pM para os compostos EFPL6, EFPL8, EFPL11 e 5 uM para o AHIO9. Na
incubacao por 12 h, na concentracéo foi de 3 UM para todos 0os compostos.
O farmaco BPQ foi incubado por 12 h, na concentracdo de 1,5 uM. Aos 30
minutos finais do experimento foi acrescentado o DAPI 1pg/mL. As imagens
de confocais de foram obtidos em um TCS-SP2-AOBS-UV microscopio
Leica ultraspectral confocal (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha) em
comprimento de excitacdo e de emissdo de onda para MitoTracker Red
foram 543 e 599 nm e DAPI 358 e 461 nm respectivamente (Luque-Ortega
et al. 2008).
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3.6.2. Microscopia eletronica

Para o estudo das alteracBes ultraestruturais o parasita L. donovani a
densidade de 2x10’ foi incubado em Hanks+ Glc por 4 h como os compostos
sintéticos a concentracdo que causa ~50% de inibicdo da viabilidade celular.
O parasita L. infantum a densidade de 2x10" células/mL foi incubado em
Hanks+ Glc por 12 h como o farmaco BPQ a concentracéao de 0,5 uM

Apbs esse periodo de incubacéo os promastigotas foram lavadas em
PBS, fixados em 5% (peso/volume) de glutaraldeido/PBS (90 min), incluido
com 25% (peso/volume) de OsO, durante 1 h, e, gradualmente
desidratados em etanol (30, 50, 70, 90 e 100% (v/v), 30 min cada exceto
70% que a desidratacao foi por 12h). Depois ressuspendidos em oOxido de
propileno (Oxp) por 1 h e depois ocorreu a substituicdo do oxido propileno
por uma mescla de resina de A/B [Resina A: 38% Epon 812 + 62 % DDSA
(dodecenilo anidrido succinico ), Resina B: 52,6% + 47,4% Epon 812 MNA
(metil anidrido nadico )], por isso fez se incubacfes sucessivas de uma
mistura de Oxp/resinas em diferentes propor¢cdes volumétrico, 3:1 (30 min),
1:1 (30 min), 1:3 (12h) e, finalmente, com incubacdo a mistura de resina na
auséncia de Oxp (3 min). A inclusdo das células na resina foi completada
com polimerizacdo por adicdo do catalisador de 1,8% de DMP 30 (2,4,6 - tri
(dimetilamino -metil) fenol) como o acelerador. As amostras foram
distribuidas em capsulas de gelatina 5,5 milimetros de diametro polimerizada
(70 °C, 48 h) e depois foram cortadas com um ultramicrotomo LKB. Os
cortes foram montadas em grades de trama G-200 coradas com citrato de
chumbo (25 mM) para Leishmania. As amostras foram observadas e
fotografadas em microscopio transmissao e-JEOL 1230 (Jeol Ltd. Akishima,

Japao) (Fernandez-Reyes 2010).
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3.7. Infecgéo in vitro

Para observar a acdo desses compostos sobre a Leishmania quando
0 parasita estd infectando os macréfagos, se realizou o experimento que
consistiu em plagquear os macréfagos em uma placa de 24 pocos a uma
densidade de 2x10° células/poco em meio RPMI 1640 mais 10% de SFB. As

células foram incubadas durante 1 h a 37 °C para permitir a adesao.

3.7.1. Bezofenonas

Apods esse periodo de incubacdo, os amastigotas de L. pifanoi
axénico foram marcados com a sonda fluorescente CFSE
(carboxifluoresceina-succinimidil-éster) a concentracédo de 0,4 pg/mL por 30
min e depois foram incubados durante 4 h com os macrofagos. A taxa de
infeccao foi de 1:4. Os amastigotas que nao infectaram os macrofagos foram
removidos por lavagens. Deixou-se progredir a incubacao por 96 h a 32 °C,
seguido do tratamento com os compostos EFPL6, EFPL8, EFPL11 15 pM e
AHIO09 5 uM, por 12 h de incubacéo. O experimento foi repetido as mesmas
condicdes, porém a concentracdo de 25 uM para todos os compostos. Apos
a incubacdo em meio RPMI 1640, foi adicionado a sonda fluorescente DAPI
a concentracado 1ug/mL por 30 min, depois foi lavado com PBS e fixados em
4% formaldeido e foram preparadas as laminas com meio de montagem de
fluorescéncia Dako (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA). A carga
parasitaria considerada foi o numero médio de amastigotas em 100
macréfagos medidos em duplicata em relacdo a porcentagem de
macrofagos nado tratados. As laminas foram lidas em um microscépio
confocal TCS-SP2-AOBS-UV Leica ultraspectral confocal (Leica
Microsystems, Heidelberg, Alemanha) no comprimento de excitacdo e de
emissdo de onda de 492 e 517 nm para o CFSE e DAPI 358 e 461 nm
(Luque-Ortega et al. 2008, Luque-Ortega et al. 2012).
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3.7.2. Farmaco buparvaquona

A infeccdo com amastigotas intracelulares de L. pifanoi se realizou
como descrito anteriormente no item 3.7.1, seguido do tratamento com o
farmaco a 12 h a concentracdo de 20 uM, depois foram lavados com PBS,
fixados em metanol e corados com May-Grinwald-Giemsa. As laminas
foram preparadas com meio de montagem Eukitt quick-hardening (Fluka,
BioChemika). A carga parasitaria considerada foi o numero meédio de
amastigotas em 100 macréfagos medidos por duplicata em relacdo a
porcentagem de macréfagos nado tratados. As laminas foram lidas em um

microscépio optico.

3.8. Anédlise estatistica

Os dados apresentados foram medidos pela média das amostras em
triplicata com o desvio standard correspondente. O CEsp e Clso foram valores
calculados a partir das curvas de inibicdo sigmoides utilizando o pacote
estatistico do Sigma Plot 8 e 9. As comparacfes entre 0os grupos foram
realizadas pelos valores significancia de P < 0,05, calculados por Test t
Student.
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1. Compostos sintéticos

1.1. Triagem dos compostos

1.1.1. Atividade anti-Leishmania e citotoxicidade

O efeito leishmanicida dos compostos foi avaliado mediante a inibicao
da capacidade de reducdo do MTT pelo parasita. A tabela V mostra os
valores da concentracao efetiva 50% (CEsp) em ensaio realizado a curto
prazo (4 h), os valores da concentracdo inibitoria 50% (Clsg) (72 h) na forma
promastigota de L. donovani. e na formas amastigotas de L. pifanoi, sob as
mesmas condicdes descritas para o ensaio de CEsg, porém o ensaio de Clsg
foi realizado a 96 h.

Dentre os 63 compostos testados, 41 apresentaram atividade anti-
Leishmania, com CEsy em promastigotas variando entre 0,9 a 16 pM e Clsgg
entre 1,3 a 21 pM. Nos amastigotas, os valores de CEsp variaram entre 0,2 a
12,4 uM, e os valores de Clsg entre 0.02 a 2,3 pM. O farmaco miltefosina foi
utilizado como padréo e apresentou um CEsgb de 12,5 uM contra as formas
promastigotas e CEsgb de 26,3 uM contra os amastigotas.

Para os ensaios de citotoxicidade em células RAW 264.7 e em
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, foram selecionados 41
compostos com valor de CEsp < 50 pM nos parasitas.

Esses compostos foram incubados a 25 e 50 uM por 4 h e a atividade
foi avaliada pelo método do MTT (Tabela V).

Os compostos de estudo foram escolhidos de acordo com o indice

seletivo, esse valor foi determinado, através da seguinte expressao:

|.S.=Toxicidade (CCso em células de mamiferos)

CEso contra os parasitas (Forma amastigota)
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Os guatro compostos com os indices seletivos mais altos foram
selecionados para o estudo de mecanismo de acdo junto com o farmaco

buparvaquona.

Tabela V: Atividade anti-Leishmania e citotoxicidade em células RAW 264.7
e macréfagos peritoneais.

_ _ . RAW  Macrofago
Promastigota L.donovani ~ Amastigota L.pifanoi ~ 264.7  Peritoneal
(axénica)

Compostos CEso(UM) Clso(uM)  CEso(UM) Clso(uM)  CCsp(uM)  CCso(uM)

Efpl2 6,1+ 0,4 54+06 33+05 15+0,1 <25 <50
Efpl4 56+0,1 53+0,3 39+x04 15%01 <25>50 >50
Efpl6 1,7+0,2 79+09 1,700 0,7+ 00 <25 >50
Efpl7 34104 55+0,7 23+01 03%0,0 <25 <50
Efpl8 25+0,1 62+12 50+08 1,1+02 <25>50 >50
Efpll0 2,4+0,8 35+06 26+05 15+0,0 <25 <50
Efpl11 2,3+0,2 1,7+0,1 12+02 0600 <25>50 >50
Efpl27 2,6+0,8 46+00 02+00 11+04 <25 <50
Efpl28 1,4+0,0 1,6+02 0300 100, <25 <50
AHIO9 1,9+0,2 47+ 02 20%02 2321 <25>50 >50
AHI10 2,2+0,0 33+24 48+06 05%03 <25>50 >50
AHI9 3,0+05 41+05 57+1,4 0,7+00 <25>50 >50
AHI10II 6,5+4,3 72+20 27+03 0600 <25 <50
AHI15 54+2,0 46+08 10+01 030,22 <25 <50
AHI16 1,9+0,1 69+0,2 1,1+02 0,3%01 <25 <50
AHIL17 1,1£0,0 1,5£01 09+0,0 0,2%0,0 <25 <50
AHI18 2,2+ 03 1,4+00 0600 02200 <25 <50
AHI19 1,4+0,1 1,4+00 1,000 0,2%0,0 <25 <50
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AHI20

AHI21

AHI22

AHI30

AHI43

AT 8

AT10

AT17

AT21

AT22

AT28

AT30

AT31

AT33

AT34

AT37

VHI19

VHI20

VHI22

CDV35

CDV38

1,0+£0,0

20+0,1

1,1+0,0

6,3+3,3

4,2+ 0,3

12,1+0,0

1,2+0,2

50+0,3

3,6+0,2

4,4+0,4

1,3+0,8

0,8+0,0

1,6+0,0

3,4+0,0

2,1+0,0

09+0,3

1,1+04

56+1,1

1,6+0,0

23%0,1

2,0+0,1

47+1,4

15+0,8

36+14

44+11

21,0+1,8

6,4+0,6

146+0,0

7,7+0,0

4,3+0,5

34+£04

0,9+0,2

1,3+0,0

21+0,0

19+0,6

2,3+0,2

50+0,3

56+1,8

3,5+£0,9

2,0£0,0

0,7+0,0 0,2+0,0 <25
0,6+0,0 0,02+0,00 <25
0,5+0,0 0,03+0,00 <25
9,1+24 0,04+0,00 <25
12,4+33 0,2+0,0 <25>50
1,3+£0,6 0,3+0,0 <25

0,6+0,2 02+0,0 <25>50

22%04 0,3+0,0 <25
1,4+£0,5 0,5+0,0 <25
0,5+0,0 0,7+0,4 <25
1,2+0,3 0,7+0,0 <25
0,6+0,1 0,2+0,0 <25

1,2+0,0 0,08+0,00 <25

0,3+0,0 0,3+0,0 <25
0,2+0,0 0,3+0,0 <25
2,2%0,0 1,9+0,0 <25
2,717 0,7+0,3 <25
1,1+0,1 0,4+0,1 <25
1,8+04 06+0,1 <25
0,8+0,1 1,2+0,0 <25
18+0,1 1,2+0,0 <25

<50

<50

<50

>50

>50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<50

<25

<25

CEso: concentracdo efetiva 50% determinado apds 4 h de incubagao; Clsy: concentragdo inibitéria 50% sobre o

crescimento parasitario.

Dos 41 compostos avaliados, 9 demonstraram valores de CCsy >25
uM, sendo que 2 compostos apresentaram valores >50 uM em células RAW
264.7. Em macrofagos peritoneais 9 compostos apresentaram valores >50

UM. Os macrofagos peritoneais demonstraram maior resisténcia, uma vez
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que 9 compostos ndo apresentaram toxicidade na maior concentracéo
testada (50 puM).

O indice de seletividade (IS) foi calculado para os compostos que nao
apresentaram toxicidade a 50 uM em macrofagos peritoneais e foi definido
pela razdo entre o CCsy em macrofagos / CEsg em amastigotas L. pifanoi.
Dentre os 63 compostos foram selecionados 0s 4 com os maiores valores de
indice de seletividade (EFPL6, EFPL8, EFPL11 e AHI09), o composto
EFPL11 apresentou-se com o maior valor ( > 41 uM), enquanto o composto
EFPLS, apresentou o menor valor > 20 uM (Tabela VI).

Dentre os 4 compostos mais seletivos, o EFPL11 apresentou o0 menor
valor de CEsp em amastigotas (1,2 pM), sendo que o composto EFPLS,
apresentou o maior valor (5 puM).

A irreversibilidade do dano sobre a Leishmania pode ser deduzida
pela similaridade entre os valores de os valores de CEsg e Clsp apresentados
na tabela VI. Para a forma amastigota esse padrdo ocorre com O0S
compostos EFPL6, EFPL11, EFPL8 e AHIO9 resultaram em um dano
irreversivel para a forma amastigota, porém, o composto EFPL11 também
apresentou este comportamento para as formas promastigotas (Tabela VI).

Os dados de CEspb obtidos na presenca do composto por 72 h de
incubacdo (promastigota) e 96 h (amastigota), demonstraram valores
similares ou menores em relacdo aos obtidos a 4 h de incubacéo (CEs),
para os compostos EFPL6, EFPL8 e AHI0O9 na forma promastigota,
demostrando que a presenca dos compostos aumentam a efetividade,
portanto, para que sejam mais efetivos necessitam dessa pressao constante

dos compostos (Tabela VI).
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Tabela VI: Atividade anti-Leishmania e citotoxicidade dos compostos
selecionados.

RAW  Macréfago

Promastigota L.donovani Amastigota L.pifanoi 264.7  peritoneal
CEsob
Compostos CEsy(UM)  Clso(UM) (=M) CEso(UM)  Clso(UM)  CEgob (M) CCsp(uM) CCso(uM) IS
Efpl6 1,7+0279+09 1,3+00 1,7+0,0 0,7+ 00 0,3%+0,0 <25 >50 >29
Efpl8 25+0,16,2+1,2 1,4+00 50+08 1,1+0,2 09+05 >50 >100 >20
Efpl11 23+0,217+0,1 0300 1,2+0,2 0,6x0,0 0,2%£0,0 >25 >50 >41
AHIO09 19+0247+0301+00 20x£0,2 0400 0,1%+0,0 >25 >50 >25

CEso: concentracdo efetiva 50% determinado apds 4 h de incubagéo; Clsy: concentragdo inibitéria 50% sobre o
crescimento parasitario; CEseb: concentracdo efetiva 50% determinado apés 72 horas de incubacéo. IS: indice de

Seletividade, dados pela razéo entre CCs, em células de mamiferos e CEs, em amastigotas L. pifanoi.

A figura 20 mostra-se a inibicdo dependente da redugcéo do MTT, em
relacdo a concentracdo, dos 4 compostos mais seletivos. Observou-se
claramente que existe uma similaridade entre as curvas de CEsg e Clsg do
composto EFPL11 tanto em promastigota como amastigota, mostrando que
o dano produzido ap0s 4 h é irreversivel para esse composto.

Com o fim de estudar a variabilidade da atividade desses compostos,
também se realizou o0 ensaio frente a espécie de L. infantum e L. major
(responsavel conjuntamente com L. tropica pela Leishmaniose cutanea no
velhno mundo) na forma promastigota (Tabela VII). O composto AHI09
apresentou o menor valor de CEso na L. donovani, enquanto o composto
EFPL11 apresentou o menor valor na L. infantum e na L. major, no ensaio
de viabilidade a 4 horas (CEso).
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Figura 20: Curva da % de reducéo de MTT de promastigota de L.donovani
as 4h e 72h, e amastigota de L. pifanoi as 4h e 96h em presenca dos 4
compostos selecionados.
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Tabela VII: Atividade in vitro em Leishmania spp.

Promastigota L.donovani Promastigota L.infantum Promastigota L.major

Compostos  CEso(uM) Clso(UM) CEso(UM) Clso(UM) CEso(UM) Clso(UM)

Efpl6 1,702 7909 6,412 76+1,6 2900 3,1+0,1
Efpl8 25+0,1 6,2+1,2 4,6 +0,3 7,2+20 3,6+00 4,1+0,2
Efpl11 2505 2,7+0,2 3,0£00 26+01 2,7+0,0 50+0,0
AHIO09 1,4+0,0 48+ 0,2 4,0+0,2 54+0.7 30+£10 3,5+0,5

CEso: concentracao efetiva 50% determinado apos 4 h de incubacgao; Clsy: concentragéo inibitéria 50% sobre o

crescimento parasitario.

A irreversibilidade observada pela similaridade de valores entre CEsg
e Clsgp, 0s compostos EFPL6, EFPL8, AHIO9 apresentaram atividade
reversivel na espécie L. donovani, porém nas espécies L. infantum e L.
major apresentaram atividade irreversivel, conforme observado pela
similaridade de valores entre CEsp e Clsp. O composto EFPL 11 apresentou
um comportamento irreversivel nas espécies L. donovani e L. infatum, porém

na L. major o dano foi reversivel.

1.2. Mecanismo de acao

1.2.1. Variacao in vivo dos niveis de ATP intracelular em promastigotas
de L. donovani.

A homeostase celular € essencial para manter a integridade do
parasita, variacbes do nivel de ATP estdo intimamente associadas a
homeostase. Essa variacao dos niveis de ATP pode estar associada a uma
alteracdo significativa na membrana plasmatica ou por alteracbes no
potencial da membrana mitocondrial.

A figura 21 mostra a cinética da diminuicdo da luminescéncia
associada a concentragdo de ATP intracelular em promastigotas de L.
donovani 3-Luc na presenca diferentes concentragcdes dos compostos em

relacdo ao controle.
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Esse experimento demonstrou a agdo dos compostos alterando os
niveis de ATP essenciais para a homeostase celular, nos primeiros minutos
de incubacéo do parasita com o composto. Esta diminuicdo foi dependente
da concentragdo dos compostos, porém, nenhum dos compostos ocasionou
uma inibicdo completa da luminescéncia nesse tempo de incubacéo. Os
compostos EFPL6 e EFPL11, quando incubados na concentracdo de 15 uM
(aproximadamente 6x o valor de CEsp), reduziram o sinal de luminescéncia
em aproximadamente 80% em relacdo ao controle ndo tratado; ja os
compostos EFPL8 e AHIO9 reduziram o sinal de luminescéncia em 60% na
mesma concentracdo. Observou-se ainda que a reducao da luminescéncia
ocorreu em cerca de 10 min do inicio da incubagcdo com 0s compostos,

indicando uma interferéncia na homeostase celular do parasita.
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Figura 21: Cinética de luminescéncia associada aos niveis de ATP in vivo.
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A reducao dos niveis de ATP pode ser associada com a perca de ATP
para o exterior, a um gasto excessivo do mesmo, ou a inibicdo da sua
sintese. As duas primeiras afirmacfes estdo associadas a uma inibicdo da
fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Ambas alternativas foram avaliadas nos

seguintes ensaios.

1.2.2. Permeabilizagdo da membrana plasmética

Uma vez observado o decréscimo nos niveis de ATP, procedeu-se o
estudo da alteracdo da membrana plasmatica através da sonda fluorescente
vital SYTOX Green®, sonda esta que € incapaz de passar através da
membrana plasmatica do parasita quando esta se encontra intacta, porém
quando esta apresenta alteracdes suficientemente grandes para permitir a
passagem dessa molécula, como a presenca de poros na membrana, essa
sonda entra no interior da célula e se liga ao DNA de foram irreversivel,
emitindo fluorescéncia. Com o objetivo de verificar se 0s niveis de ATP
decaem devido as alteracbes estruturais na membrana plasmatica,
procedeu-se este estudo. Na figura 22 se observa que todos 0os compostos
foram testados a uma concentracdo méaxima de 15 uM (~6x o valor de CEsp)
por 40 minutos, sendo 0 mesmo tempo realizado no estudo de
luminescéncia (Figura 22 A). Na figura 22 B se observa a incubacao dos
compostos com o parasita por 12h. Os resultados apdés 40 minutos
demonstraram que ndo houve alteracdo do sinal de fluorescéncia e mesmo
apés 12 h de incubacgdo, observou-se somente um aumento de 20% de
fluorescéncia, sendo essa permeabilizacdo observada uma consequéncia da

morte do parasita e ndo a sua causa.
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Figura 22: Fluorescéncia da sonda SYTOX Green® em promastigota de L.
donovani. (A) promastigota L. donovani (t=0Oh de incubacéo); (B) L. donovani
(t=12h de incubacgédo). Todos os compostos foram testados a 15 pM. As
setas representam a adicdo de 0.1% Triton x -100.

No entanto, a incorporacdo de sonda nao atingiu os niveis alcancados
nos parasitas tratados com Triton X-100, mesmo em concentragdes muito

superiores ao valor de CEsy e também em relagdo ao tempo de incubacao.

1.2.3. Despolarizacdo da membrana mitocondrial

Uma das possiveis causas da diminuicdo dos niveis intracelulares de
ATP, uma vez observado que nao houve alteracdo da membrana
plasmatica, € a acdo dos compostos na mitocondria, como ja mencionado no
item 3.1 dos Materiais e Métodos.

A medicdo da alteracdo da membrana mitocondrial foi realizada

avaliando os niveis de acumulacdo de Rodamina-123, que é uma sonda
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fluorescente cuja concentracdo é proporcional a integridade do potencial da
membrana mitocondrial (Diaz-Achirica et al. 1998). Na figura 23, se observa
o histograma obtido por citometria de fluxo que apresenta o potencial de
acumulacdo da sonda na mitocondria dos promastigotas de L. donovani.
Apos o tratamento com os compostos foi possivel perceber uma diminuicdo
consideravel do acumulo da sonda fluorescente, conforme observado pelo
deslocamento do pico para a esquerda, indicando uma menor fluorescéncia

média.
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Figura 23: Histograma de representa a % acumulo de Rodamina-123 em
L. donovani apés tratamento com EFPL6, EFPL8, EFPL11 10uM e AHI09
5 uM. Teste T Student’s (p< 0.01).
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Na tabela VIl se observa os valores em porcentagem desse acumulo
de Rodamina-123.

Tabela VIII: Porcentagem de intensidade média de Rodamina-123 em L.
donovani

Compostos %Rodaminal23
Controle 100
Controle com KCN 24.46
EFPL6 3uM 18.18
EFPL6 10puM 5.72
EEFPL6 15uM 6.73
EFPL8 3uM 36.84
EFPL8 10puM 9.72
EFPLS8 15 pM 9.76
EFPL11 3uM 8.78
EFPL11 10pM 4.91
EFPL11 15 pM 4.91
AHIO9 1pM 26.54
AHI09 3uM 8.71
AHIO9 5uM 5.96

% de acumulo de Rodamina-123 em relac¢éo ao controle

Todos os compostos resultaram em uma significativa (p < 0.01)
reducdo do acumulo da sonda fluorescente nas células tratadas, com

valores entre 90% a 95% em relacdo ao controle de células ndo tratadas.
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Observou-se ainda que os compostos EFPL6, 8 e 11 apresentaram um
efeito significativo na concentracdo de 10 uM ( aproximadamente 4x o valor
de CEsp), enquanto o AHI 09, na concentragdo de 5 pM (2,5x o valor de
CEso). Os dados demonstraram ainda que a redugdo ocasionada pelos
compostos foi maior que o controle negativo do experimento, quando
utilizou-se o KCN (reducéo de 75%).

1.2.4. Identificacdo dos complexos da cadeia respiratéria de elétrons
afetados pelos compostos

A sintese de ATP requer um consumo de oxigénio como receptor final
de elétrons, em consequéncia, esses parametros se relacionam com a
capacidade de sinteses de ATP pela mitocéndria, quando o fluxo de elétrons
através da cadeia respiratoria se encontra acoplada a sintese de ATP. Em
uma segunda etapa com o0 objetivo de identificar o alvo de acdo dos
compostos na cadeia respiratoria, foi monitorada a taxa de consumo de
oxigénio em relagdo a adicdo de substratos e inibidores da cadeia
respiratoria para os diferentes complexos da cadeia respiratoria de acordo
com a figura 19 do apartado Materiais e Métodos.

Para permitir o acesso irrestrito de substratos e inibidores da cadeia
respiratoria, a membrana plasmaética foi permeabilizada com digitonina, que
permite a permeabilizacdo seletiva da membrana plasmética, que contem
esterdis enquanto a membrana mitocondrial permanece a impermeavel. A
integridade da membrana interna mitocondrial foi provada pela adicdo de
ADP, e consequentemente 0 aumento da respiracao, ja que o ADP deixa de
ser o substrato limitante da sintese de ATP ao permitir a troca do ATP
intramitocondrial pelo ADP extramitocondrial através do nucleotideo
traslocase mitocondrial, sendo confirmada pelo aumento da respiracao
celular (Luque-Ortega et al. 2001). Os compostos EFPL6, EFPL8, EFPL11 e
AHIO9 foram adicionados na concentragao de 25 uM (aproximadamente 10 x
o valor de CEsp). O uso de uma concentracdo mais elevada dos compostos

se deve a maior densidade parasitaria exigida por esta técnica (densidade
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de parasita 50 x superior ao ensaio de CEsp), em meio rico com o substrato
succinato, essencial para a fosforilacdo oxidativa do parasita.

Na figura 24 (1. A, B, C e D), observamos a taxa de consumo de
oxigénio diante da adicdo dos 4 compostos. Com todos esses compostos
ocorreu uma diminuicdo do consumo de oxigénio. Numa etapa posterior se
procedeu o estudo do sitio de inibicAo na cadeia respiratéria, utilizando
promastigotas permeabilizados com digitonina. Como primeira etapa se
procedeu a adicdo de TMDP ascorbato, um doador de elétrons ao citocromo
C. Para todos os compostos testados, foi observado uma restauracéo da
taxa de consumo de oxigénio em aproximadamente 90%, indicando que o
citocromo C oxidase (Complexo 1V), nao foi inibido. Na figura 24 (2. A, B, C
e D), ocorreu a adigao de a-glicerofosfato, um substrato do complexo I. De
forma similar, para todos os compostos testados, foi observada uma
restauracdo da taxa de consumo de oxigénio em aproximadamente 90%,
indicando também que o complexo | também néo foi inibido.

Procedeu-se assim a inibicdo do complexo Il com a adicdo do
malonato e em seguida a adi¢do do a-glicerofosfato, um doador de elétrons
através do a-glicerofosfato desidrogenase mitocondrial. A velocidade do
consumo de oxigénio € menor que a conseguida pelo succinato, sem alterar
a presenca de benzofenonas (Figura 24 B). Por outra parte, quando se inibe
a contribuicdo de succinato, com a adigdo do malonato (inibidor competitivo
do succinato). A velocidade do consumo de oxigénio depende unicamente
da contribuicdo do a-glicerofosfato, na figura 24 B e C, se deduz que a
entrada dos elétrons que é mediada pelo a-glicerofosfato, ndo se altera
pelas benzofenonas e o complexo Il é funcional, conforme demostra a
inibicdo da antimicina figura 24 C, o qual por eliminagdo demostra o

complexo Il como sitio de inibig&o.
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Figura 24: Determinacdo do consumo dos niveis de oxigénio e a
identificacdo da inibicdo do complexo Il da cadeia respiratoria pelo EFPL6
(A), EFPL8 (B), EFPL11 (C) e AHIO9 (D). As setas foram adicionadas para
indicar os substratos e os inibitérios da cadeia respiratoria.
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1.2.5. Atividade succinato desidrogenase (SDH)

Para confirmar a acdo dos compostos EFPL6, EFPL8, EFPL11 e
AHIO09 no complexo Il detectado no estudo anterior, foi investigada a inibicao
da atividade SDH na fracdo mitocondrial. Na figura 25 se observa a inibicéo
dose independente da atividade SDH da fracdo mitocondrial de L. donovani
tratada com os 4 compostos do estudo e sua relacdo com o inibidor do
complexo Il, o malonato, a uma concentracdo de 10 mM. Os compostos
EFPL6, EFPL8 e EFPL11, apresentaram um aumento do sinal em 40%, 30%
e 30%, respectivamente, em relagdo ao controle nas concentragdes mais
elevadas. O composto AHIO9 demonstrou o maior sinal (80%) de
absorbancia quando testado na concentracdo mais elevada, resultando em
um valor superior ao préprio controle o malonato, indicando uma atividade

maior de inibicdo do complexo Il que o préprio controle do experimento.
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Figura 25: Atividade SDH da fracdo mitocondrial na presenca do succinato
em concentragbes crescentes dos compostos. Densidade de proteina
utilizada 0,2 mg/mL. Barra de erros indica o desvio padrao.
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1.3. Microscopia

1.3.1. Microscopia laser confocal

A fim de corroborar os experimentos quantitativos e observar
alteracbes morfolégicas na mitocondria, foi realizado o experimento de
microscopia confocal em promastigotas de L. donovani, utilizando para esse
estudo o marcador especifico Mitotracker Red, cuja acumulagéo irreversivel
na mitocondria depende da existéncia de um potencial mitocondrial. Os
nacleos foram corados com DAPI. Na figura 26 foi observada a distribuicédo
do marcador em relacdo ao controle com um tempo de incubacgéo de 4h.

E possivel observar uma diferenca qualitativa existente entre os
parasitas tratados com os compostos em relacdo ao controle; os parasitas
tratados pelos compostos EFPL6, AHI09, EFPL8 e EFPL11 apresentaram
uma distribuicdo mais pontual (menos difusa) que indicaria uma possivel
fragmentacdo da mitocOndria, quando comparados ao grupo controle. O
grupo controle apresentou ampla e intensa distribuicdo da fluorescéncia do
Mitotracker Red apés 4h, diferente do ocorrido com os parasitas tratados
COm 0S COMpOStos.

Os compostos EFPL8 e EFPL11 se observa claramente a

fragmentagcao da mitocondria, devido uma visualizacdo pontual da sonda.
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CONTROLE

EFPL 11

Figura 26: Microscopia confocal de L. donovani. Os parasitas foram tratados com 0,1 pM Mitotracker Red (Vermelho) e
DAPI (Azul) 1 pg/mL. Os promastigotas foram tratados por 4 horas com 0s compostos na concentracdo de 15 uM para os
compostos EFPL6, EFPL8 e EFPL11 e 5 uM para o composto AHI09. Controle (A), EFPL8 (B), EFPL6 (C), EFPL11(D), (E)

AHIO9. Barra, 10 pm.
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1.3.2. Microscopia eletrénica

Com o0 objetivo de se avaliar os danos ultraestruturais nos
promastigotas incubados com os compostos em estudo, foi realizada uma
microscopia eletrbnica de transmissdo. Para isso, 0s parasitas foram
incubados durante 4 h em uma concentracdo que reduziria 50% da
viabilidade dos parasitas (CEsp). Nas figura 27 (B, C, D, E) podemos
observar que os compostos induziram um aumento do volume mitocondrial
dos promastigotas, uma degradacdo de organelas intracelulares, assim
como uma intensa vacuolizacdo no citoplasma apés 4 h de incubacdo. Em
EFPL11 (Figura 27 D) se observa uma vacuolizagdo mais acentuada em
relacdo aos outros compostos. Dentre os compostos estudados observou-se
nitidamente um dano mitocondrial mais intenso induzido pelo composto
EFPL8 (Figura 27 C). Ainda assim, ndo foram observados poros ou
alteracdes na integridade da membrana plasmatica para os 4 compostos
estudados, assim como nenhuma significativa alteragdo a nivel nuclear, o
que indicaria um dano mitocondrial. Na figura 27 A, observa-se o grupo
controle (ndo tratado), contemplando estruturas integras como o nucleo,

cinetoplasto, bolsa flagelar e membrana plasmatica.
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Figura 27: Microscopia eletrénica de promastigota de L. donovani incubado por 4h na concentragdo que causa ~50% de
inibicdo da viabilidade celular: Controle (A), EFPL6 (B), EFPL8 (C), EFPL11 (D), AHIO9 (E). O cinetoplasto € indicado pelas
setas pretas. Barra, 0.5um.
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1.3.3. Ciclo celular

A diminuicdo dos niveis de ATP e a relacdo estabelecida com os
niveis de consumo de oxigénio, indicando uma acdo na mitocondria
especificamente no complexo I, poderiam alterar os processos de divisdo
celular da Leishmania, por isso foi estudado o ciclo celular. A incubacédo da
Leishmania com os compostos EFPL6, EFPL11 e AHIO9, resultou em um
significativo (p < 0.02) aumento da populagdo celular na fase sub-G1,
marcada com a sonda fluorescente iodeto de propidio. Esses compostos
induziram a degradacdo de DNA, gerando fragmentos que foram detectados
por citometria de fluxo. Os valores de fluorescéncia detectados na fase sub-
G1 variaram de 10,8% (EFPL11) a 20,8% (AHI09), sendo valores similares
ou superiores ao controle com miltefosina (11,3%). O composto EFPLS,
submetido as mesmas condi¢cdes dos demais compostos, resultou em 4,7%
da populacdo na fase sub-Gl, demonstrando pouca inducdo de
fragmentacdo do DNA, indicando uma néo alteracdo no ciclo celular (Figura
28).
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Figura 28: Inducéo da populacdo sub-G1 ocasionado pelas benzofenonas:
Histogramas do ciclo celular obtidos mediante citometria de fluxo de formas
promastigotas L. donovani tratados com o0s compostos sintéticos EFPLS6,
EFPL11, EFPL8 e AHIO9 por 4 horas e marcados com iodeto de propidio. As
diferencas foram determinadas pelo Teste T Student’s (p<0.02).
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1.4. Atividade em macroéfagos peritoneais e amastigotas intracelulares
de Leishmania

Diante do estudo do mecanismo de acdo bioenergético, era
importante conhecer o comportamento desses compostos em macréfagos
peritoneais infectados. Uma vez estabelecida a infeccéo intracelular, os
macrofagos foram tratados primeiramente com o0s compostos EFPLS6,
EFPL8, EFPL11 a 15 pM e o composto AHIO9 a 5 uM (~6x o valor de CEsg
em amastigota axénica). (Figura 29). O tratamento dos macréfagos
infectados com amastigotas de L. pifanoi ndo produziu reducgao significativa
no numero de macrofagos infectados nem mesmo no numero de
amastigotas por macrofago infectado. Esse experimento foi repetido a
concentracdo de 25 pM para todos o0s compostos, porém ndo houve
alteracdo dos resultados. Na Figura 30 observamos o0s amastigotas,
previamente marcadas com sonda a fluorescente CFSE, que se liga
covalentemente aos grupos aminos das proteinas do parasita. Os nucleos
dos macréfagos foram marcados com DAPI (azul). Na microscopia de
fluorescéncia, foi observada a quantidade de macrdéfagos por campo e a
namero de parasitas por macréfago; ndo se observou diferencas

significativas entre os parasitas tratados e nado tratados (controle).
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Figura 29: Macrofagos peritoneais infectados por L. donovani incubados por
12 h com os 4 compostos. (A) % de infeccdo de macréfagos com EFPLS6,
EFPL8, EFPL11 15 pM e AHI0O9 5 uM. (B) Numero de amastigotas por
macrofagos.
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CONTROL

EFPL 11

Figura 30: Microscopia confocal, os parasitas foram marcados com CFSE com 0,4 pug/mL e DAPI (Blue) 1ug/mL. Foram
tratados com os compostos, as concentracdes de EFPL6, EFPL8 e EFPL11 15 uM; AHI09 5 uM, (A) Controle, (B) EFPLS, (C)
EFPLS, (D) EFPL11, (E) AHIO9. Barra 10 um
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2. Farmaco buparvaquona

2.1. Atividade anti-Leishmania e citotoxicidade

A atividade do farmaco buparvaquona foi avaliada frente as formas
promastigotas das espécies L. infantum e L. donovani, e na forma
amastigota da espécie L. pifanoi. Na tabela IX, observou-se a 4 h de
incubag&o, uma inibicdo significativa da redugédo do MTT, indicando uma
reduc@o da viabilidade nas espécies testadas, com valores de CEs, de 0,8
MM na forma amastigota e 0,04 uM (L. donovani) e 0,03 uM (L. infantum) na
forma promastigota. O farmaco miltefosina foi utilizado como padrdo e
resultou em uma CEsgb de 12,5 uM. Considerando as espécies L. donovani
e L. infantum, observou-se um comportamento similar a 4h, com valores de

CEso bastante préoximos.

Tabela I1X: Valores de viabilidade e proliferacédo celular de Leishmania na
presenca da buparvaguona.

Promastigota Promastigota Amastigota
L. donovani L. infantum L. pifanoi

Farmaco CE, (MM)  ciy, (uM) CEsob M)  CEMM)  Cloy (uM)  CEsob (M) CE,(BM) Clyy(uM)  CEsob(uM)

BPQ 0.04+0.0 26+0.8 0.16+0.0 0.03+0.0 3.4+04 10+0.0 0.8+0.0 20+1.0 0.3+0.0

CEso: concentracdo efetiva 50% determinado apds 4 h de incubacéo; Clsy: concentragéo inibitéria 50% sobre o

crescimento parasitério; CEsgb: concentracéo efetiva 50% determinado apds 72 h ou 96 h de incubacgéo.

De acordo com a figura 31, observou-se uma similaridade entre as
curvas dose-reposta. Quando comparados os valores de CEsy e Clsg,
observou-se uma variacao significativa, com valores de Clsp 2,5 x superiores
para a forma amastigota (96 h), e 65 x (L. donovani) e 113 x (L. infantum)
superiores para a forma promastigota (72 h) esses valores indicam um dano

reversivel a 4h, fato esse observado nas duas espécies de Leishmania
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testadas, demonstrando que o parasita € capaz de se recuperar do ano
ocasionado, demostrando uma acao do farmaco entre 4 a 72 h.

Os valores de Clsob foram superiores aos valores de CEsp. na forma
promastigota de L. infantum os valores variaram de 0,03 pM a 1,0 uM (33 x

superior), corroborando com a informagé&o de acéo a largo prazo.
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Figura 31: Atividade de BPQ sobre a reducdo de MTT de promastigota de L.
infantum, L. donovani e L. pifanoi. Curva de inibicao de 4 h.

Na figura 32 observamos a citotoxidade do farmaco buparvaquona,
em células RAW 264.7 e em macrofagos peritoneais. Nossos dados
demonstraram que a BPQ na concentracdo de 100 puM resultou em uma
viabilidade de 60% das células RAW 264.7 (Figura 32 A) e de 100% para 0s

macrofagos peritoneais (Figura 32 B), resultado em um IS de > 125.
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Figura 32: Toxicidade in vitro em células: (A) RAW 264.7 e (B) macréfagos
peritoneais.

2.3. Mecanismo de acéo

2.3.1. Variacao in vivo dos niveis de ATP intracelular em promastigotas
de L. donovani.

Seguindo o procedimento idéntico as benzofenonas, se analisou as
variacdes dos niveis de ATP em promastigotas de L. donovani pela BPQ.
Para verificar a homeostase celular, foi monitorado os niveis de ATP na
presenca do farmaco BPQ.

Na figura 33 A, observamos a variacdo de luminescéncia apos a
adicdo de BPQ na concentracdo mais elevada testada de 0,1 uM ( 3 x 0
valor de CEsp) se observou somente uma queda no sinal de luminescéncia
de 20% a 30 minutos, o tempo maximo de observagao.

Com o fim de se averiguar se o tempo de observacao do experimento
anterior foi muito reduzido para observar um efeito significativo, se procedeu

a incubacdo dos promastigotas com BPQ por 4 h antes da adicdo do
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Luminescéncia (%Relativa ao controle)

substrato de luceferase DMNP-luciferina. Na figura 33 B, observamos que,
na mesma concentracdo, porém com um tempo de incubacdo de 4 h, uma
queda de 50% de luminescéncia, indicando que o tempo de acao do farmaco
no metabolismo energético do parasita necessita de um tempo de incubacao
maior, estando esse tempo possivelmente entre 4 h a 12 h.
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Figura 33: Variagdo da luminescéncia in vivo. A) Queda do nivel ATP
intracelular ap6s a adicdo do farmaco. B) Variacdo da luminescéncia apos
incubagé&o por 4 h com o farmaco

2.3.2. Permeabilizacdo da membrana plasmatica

Para verificar se a alteracdo dos niveis de ATP era devido a uma
permeabilizacdo da membrana plasmatica, realizou-se o0 experimento com a
sonda fluorescente SYTOX Green®. Na figura 34 A se observa que em
concentracdes crescentes do farmaco BPQ, ndo h4 sinal de fluorescéncia
durante 30 minutos na forma promastigota de L. infantum. Mesmo em
concentracdes 100 vezes maior que o valor de CEsp, sem prévia incubacéao,
esse resultado se repete mesmo com uma incubacédo prévia de 12 h (Figura
34 B); portanto, a incorporacdo da sonda nao atingiu os niveis alcancados
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Fluorescéncia
(% Relativa ao controle)

nos parasitas tratados com Triton X-100, mesmo em concentra¢gbes muito
superiores ao valor de CEso e também em relacdo ao tempo de incubacéo,
indicando que a queda dos niveis de ATP observados no experimento de
bioluminescéncia ndo se deve a uma alteracdo na membrana plasmatica do

parasita.
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Figura 34: Entrada da sonda SYTOX  Green em promastigota L.infantum:

(A) t=0 de incubagado, (B) t= 12h de incubagado. As setas representam a
adicdo de 0.1% Triton x 100.

2.4.3. Despolarizagdo da membrana mitocondrial

A alteracdo dos niveis de ATP observado no item 2.3.1, poderia estar
relacionado a uma acao do farmaco na mitocondria.

Na tabela X, observam-se os valores normalizados referentes ao
potencial de membrana mitocondrial utilizando-se Rodamina-123 em
promastigotas de L. infantum. Observa-se uma despolarizacdo da

membrana mitocondrial conforme o aumento crescente das concentracdes
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da BPQ. Na concentracdo mais elevada de 3 pM (100 vezes o valor de
CEso), se observa uma queda do potencial em 88% quando comparado ao
grupo controle, indicando que esse farmaco alterou o potencial de
membrana mitocondrial.

Na concentragcao de 0,75 pM de BPQ, demonstrou-se uma queda do
potencial de 80,5% em 4 h de incubacao; essa capacidade n&o se alterou
mesmo com o aumento das concentracbes, indicando que nessa

concentracao foi atingido o maximo da a¢éo do farmaco.

Tabela X: Porcentagem de intensidade média de Rodamina-123 em
Leishmania infantum em 4 h de incubacédo com BPQ.

Controle
Controle KCN
% % 0.05uM%  0.25uM% 0.75uM% 1.5uM%  3uM%
L.infantum 100 48.32 85.95 35.92 19.52 19.14 18.01

% de acumulo de Rodamina-123 em rela¢é@o ao controle

Na figura 35 foi observada essa diferenca entre as concentracdes

com o deslocamento do pico para a esquerda em relagao ao controle.
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Figura 35: Acumulagdo de Rodamina 123 em promastigotas de L. infantum
tratados com BPQ. Os promastigotas foram tratados por 4 h com diferentes
concentragbes de BPQ (0.05 pM, 0.25 uM, 0.75 pM, 1.5 yM e 3 uM). Teste t
Student’s * (p< 0.05) controle vs concentragao.
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Com o objetivo de se observar se a 4 h de incubagdo com a BPQ se
produzia 0 maximo de efeito do farmaco, o experiemnto foi repetido a 12 h
de incubacdo. Na tabela XI e figura 36, os valores de acumulacdo de
Rodaminal23 medidos por 12 h. Pela similariedade com os valores
correspondentes na tabela X e na figura 35, se deduz que uma incubacéo
superior a 4 h ndo aumenta as porcentagens de inibicdo (Figura 36), &

possivel observar as diferencas dos valores mostrados na tabela XI.

Tabela XI: Porcentagem de intensidade média de Rodamina-123 em
Leishmania infantum em 12 h de incubagdo com BPQ.

Controle
Controle com
% KCN% 0.05uM% 0.25uM%0.75uM% 1.5uM% 3uM%

L. infantum 100 34.29 100 88.05 7267 46.01 29.2
% de acumulo de Rodamina-123 em relacéo ao controle

3 uM
1.5 uM
0.75 uM
AN 0.25 uM

"r \ 0.05 pm

Controle

Numero relativo de células

0 1 2 3
10 10 10 10

Fluorescéncia (a.u.)

Figura 36: Acumulagdo de Rodamina 123 em promastigotas de L. infatum
tratados com BPQ medidos por citometria de fluxo. Os promastigotas foram
tratados por 12 h com diferentes concentragées(0.05 uM, 0.25 uM, 0.75 uM,
1.5 uM e 3 uM) a 12 h de incubacéao. Teste t Student’s * (p< 0.05) controle vs
concentragao.
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2.4.4. Identificacdo dos complexos da cadeia respiratoria de elétrons
afetados pelo farmaco.

A alteracdo significativa na mitocéndria, observada pelo acimulo de
Rodamina-123, demonstrou a acao da BPQ na mitocondria, despertando o
interesse de se estudar sua acdo nos complexos da cadeia respiratoria. Para
isso, procedeu-se o0 estudo de forma similar ao ocorrido com 0s compostos
sintéticos anteriores.

Primeiramente, os parasitas foram permeabilizados com digitonina,
permitindo assim, o0 acesso aos substratos e inibidores especificos. A
integridade da membrana mitocondrial foi demostrada pelo aumento da
respiracdo apdés a adicdo de ADP. O succinato foi mantido durante o
experimento como substrato do compexo II. Na figura 37 A, observa-se que
apés a adicdo da BPQ houve uma diminuicdo no processo de respiracao
celular.

Observamos na figura 37 A, a parada da respiracdo, dada a
linearizacdo da curva. Na figura 37 B, observamos que apds a parada da
respiracdo, dada pela adicdo do farmaco BPQ, a adigdo de a-glicerofosfato
(doador de elétrons ao complexo 1), ndo foi possivel reverter esse processo.
Porém, apos a adicdo de TMPD+Ascorbato (doador do complexo 1V), foi
observada uma recuperacao da respiracdo celular, eliminando assim, a acéo
da BPQ no complexo IV.

Também observou-se na figura 37 B que, apés a adicdo do a-
glicerofosfato, ndo houve a recuperacdo do processo de respiracao,
resultado esta informacéo, diferente daquela obtida pelos compostos
sintéticos, demonstrando que a BPQ né&o inibe o complexo Il. Na figura 37 C
foi confirmada a acdo do BPQ no complexo Il da cadeia respiratoria.
Observou-se que apds a adicdo do malonato (Inibidor do complexo II),
ocorreu a parada da respiracdo, recuperada apenas pela adicdo do a-
glicerofosfato. Porém, apés a adicdo do farmaco BPQ, a taxa de consumo
de oxigénio voltou a subir, sendo recuperada apenas apds a adicdo de
TMPD + Ascorbato, indicando por exclusdo, que a acao da BPQ se deu no

complexo Il da cadeia respiratoria.
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Figura 37: Identificagao do sitio de inibicdo da cadeia respiratoria de Leishmania infantum pelo farmaco BPQ (3 pM). As
setas indicam a adicdo de substratos e inibidores.
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2.5. Microscopia

2.5.1. Microscopia laser confocal

Para verificar qualitifivamente alteracdes na mitocéndria procederam-
se o estudo com a sonda Mitotracker Red

Na figura 38 foi observada a distribuicdo do marcador especifico de
mitocondria Mitotracker Red em relacdo ao controle. Os nuacleos foram
corados com DAPI. O tempo de incubacdo foi de 12 h. Nossos dados
demonstram uma diferenca qualitativa entre os parasitas tratados com o
farmaco BPQ em relacdo ao controle, ocorrendo uma distribuicdo mais
difusa da sonda, possivelmente ocasionada pela alteragdo na membrana

mitocondrial.
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Contraste de fase Mitotracker Red Sobreposicéao

controle

Figura 38: Microscopia confocal de L. infantum, os parasitas foram marcados com 0.1 yM MitoTracker Red (Vermelho) e
DAPI (Azul) 1 pg/mL. Os promastigotas foram tratados por 12 h com 1.5 yM. Barra, 10 pm.
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2.5.2. Microscopia eletronica

Para verificar os danos na mitocondria, se realizou também o estudo
dos danos ultraestruturais. Na figura 39 observam-se qualitativamente,
através da microscopia eletronica, os dados obtidos nos experimentos
anteriores, onde foi possivel observar que na espécie de L. infantum, houve
um aumento do volume mitocondrial e uma vacuolizag&o no citoplasma e um
inchaco na regido do cinetoplasto apds 12 h de incubacado. Ainda assim, ndo
foram observados poros ou alteracbes na integridade da membrana
plasméatica e do nucleo. Na figura 39 A, observa-se o grupo controle (néo
tratado), contemplando estruturas integras como o cinetoplasto, bolsa

flagelar, membrana plasmética.

Figura 39: Microscopia eletrénica de transmissdo de promastigotas da cepa
de L. infantum incubados com BPQ por 12 h. Controle (A) e (B) 0.5 uM. O
cinetoplasto € indicado pelas setas pretas. Barra, 10um.
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2.6. Ciclo celular

Como ja observado anteriormente, compostos ou farmacos que
ocasionam a diminuicdo dos niveis de ATP, devido a uma acdo na
mitocondria, podem ocasionar alteragdes no processo de divisao celular da
Leishmania. A populacdo sub-G1 (indicadora de apoptose), foi determinada
utilizando a citometria de fluxo com os parasitas marcados pelo IP (iodeto de
propidio).

N&o foi observada a formacdo de populagdes sub-G1, quando os
parasitas foram incubados a 4 h e 12 h e os dados foram 0s mesmos,

inclusive na concentracdo mais elevada de 3 uM (Figura 40).
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Figura 40: Andlise da populacdo sub-G1 em promastigotas de L. infatum
tratados com BPQ através da citometria de fluxo.
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% Macroéfagos Infectados

2.6. Atividade em macréfagos peritoneais e amastigotas intracelulares
de Leishmania

O tratamento dos macrofagos infectados com amastigotes L. pifanoi
pelo farmaco produziu reducdo significativa no numero de macréfagos
infectados e o nUmero de amastigotas por macréfagos infectados. Uma vez
estabelecida a infecgéo intracelular, os macréfagos foram tratados com uma
concentracdo de 20 pM. O farmaco BPQ reduziu em 80% o numero de
macroéfagos infectados em relacéo ao controle em 4 h de incubacéo (Figura
41 A), mostrando a acao efetiva do farmaco. Na figura 41 B observamos a

diminuicdo de amastigotas por macrofagos, de 1,5 eles reduziram para 0,5.
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Figura 41. Macrofagos peritoneais infectados com Leishmania infantum
incubado com o farmaco BPQ (A) % de macrofagos infectados com BPQ a
20 pM. (B) Numero de amastigotas por macréfagos. Diferenca foi
significativa Test t * (p <0.01).
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1. Importancia do estudo do mecanismo bioenergético na quimioterapia

de Leishmania

A necessidade de novos alvos para o tratamento quimioterdpico de
Tripanosomatideos impostas pela crescente resisténcia e pelos diversos
efeitos colaterais associados a muitos dos farmacos em uso atualmente,
fazem surgir caracteristicas essenciais que devem ser cumpridas pelos
novos farmacos em pesquisa, como, a atividade, alta biodisponibilidade;
acao seletiva e baixa inducdo de resisténcia. Além dessas, ha outras
caracteristicas importantes para as doencas tropicais, como a producdo a
baixo custo, administracdo oral e poucos efeitos colaterais. A farmacologia
contra os Tripanosomatideos é baseado nas diferencas de seus hospedeiros
vertebrados, a presenca de organelas e rotas metabdlicas especificas ou
caracteristicas moleculares diferenciadas, tornando o desenvolvimento de
terapias com sucesso muito variavel (Urbina 1997, Fernandes Rodrigues et
al. 2008) .

Os Tripanosomatideos, ao contrario das células de mamiferos,
apresentam uma mitocondria Unica que ocupa um volume de
aproximadamente 11% do corpo do parasita, em comparacdo com as
células de mamiferos que apresentam de 25 - 300 mitocondrias por célula
(Carvalho & Recco-Pimentel 2007 Fidalgo & Gille 2011).

A mitocondria abriga os componentes da maquinaria correspondentes
a fosforilacao oxidativa, responsaveis pela sintese de ATP no glicolitico, que
em Leishmania é essencial para atender as necessidades energéticas
necessarias para a sobrevivéncia e proliferacdo do parasita, ja que a
glicélise, ao contrario das formas sanguineas em tripanosomas africanos,
somente atua num papel secundério. Apesar da conservacgao evolutiva deste
sistema, o0s Tripanossomatideos sdo 0s eucariotas mais antigos
evolutivamente, com uma mitocondria funcional. Consequentemente,
existem diferengas estruturais e funcionais que permitem um
desenvolvimento quimioterapico especifico contra os sistemas mitocondriais

7z

dos parasitas. Em Leishmania este processo é essencial para a sua

118



sobrevivéncia em comparacdo com formas sanguineas. A importancia da
glicolise é muito menor (Sen et al. 2006 Van Hallemond et al. 1997).

Farmacos em uso ou em ensaio clinico contra leishmaniose como a
miltefosina, pentamidina, ou sitamaquina atuam sobre a mitocondria, ja
como o Unico alvo ou como parte de um mecanismo letal multifatorial. Por
outro lado, a funcionalidade e a importancia da mitocondria em Leishmania
se mantem durante todo o seu ciclo celular; tanto em promastigotas como
em amastigotas de Leishmania (Luque-Ortega et al. 2007).

Uma caracteristica Unica da mitocdndria, que ndo ocorre com as
outras organelas é o seu elevado potencial eletroquimico negativo, no
interior das mitocéndrias, podendo atingir -140 mV em promastigotes L.
donovani de tal forma que esses farmacos com carga elétrica, acabam
sendo permeével a membrana, podendo ser distribuidos em ambos os lados
de acordo com a equacao de Nernst (Vercesi et al. 1991).

Os ions lipofilicos cumprem os requisitos que permitem a entrada pela
membrana sem danifica-la, através de carga elétrica pontual localizada
exclusivamente em um atomo, e que esta protegido do ambiente polar por
grupos hidrofobicos que impedem tanto a solvatacdo do ion como a
formacéao de ligacdes de hidrogénio com outras moléculas vizinhas, desses
que deslocam a sua carga por ressonancia com outros aneéis aromaticos
hidrofébicos, de modo a ficar com pouca densidade de carga em toda a
molécula e uma hidrofobicidade suficiente para ser capaz de atravessar a
matriz hidrofébica das membranas (Ruy et al. 2006).

Esta estratégia tem sido utilizada para alcancar uma acumulacao
mitocondrial seletiva para uma ampla variedade de moléculas, desde
farmacos a lipossomas ou peptideos. Dessa forma, direcionar a busca de
farmacos que tenham como principal mecanismo de a¢do, o metabolismo

bioenergético da Leishmania, tem sido uma estratégia promissora.
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1.1. Estrutura-atividade Leishmanicida de benzofenonas

A Benzofenona como um grupo funcional esta presente em ambos o0s
produtos naturais e sintéticos. Sua utilizacdo varia desde do componente
ativo para protetores solares, a antioxidantes ou agentes antipatogenicos,
incluindo também as atividades anti-protozoarias, incluindo a Leishmania.
Em trabalhos anteriores se demonstraram a capacidade de benzofenonas
constituidas de fosfénio atuando como leishmanicidas, especificamente no
complexo Il mitocondrial. Em Este trabalho se ampliou o seu mecanismo de
acao, incluindo outros ions lipofilicos como substituintes de benzofenonas
(Kinnamon et al. 1979 Taladriz et al. 2012).

Em nosso estudo foi avaliada a atividade anti-Leishmania de 63
compostos sintéticos, utilizando-se ambas as formas do parasita:
promastigotas e amastigotas axénicas. Observou-se nesta triagem que 66%
dos compostos foram ativos contra promastigotas de Leishmania, com
valores de CEsp até 15 vezes menores que o farmaco padrdao miltefosina.
Com excecao dos compostos CDV 27 e CDV 31 (ativos apenas na forma
promastigota), todos demonstraram atividade quando testados contra formas
amastigotas axénicas. Lugue-Ortega e colaboradores (2010) demonstraram
também a atividade anti-Leishmania de uma série de sais de bifosfénio, com
CEso variando entre 0,97 e 19 uM.

Sais de fosfénio vém sendo bastante explorados como protétipos
antiparasitarios. Kinnamon et al (1979) relataram pela primeira vez, a
atividade in vivo de sais de benziltrifenilfosfénio, contra Trypanosoma
rhodesiense. Compostos derivados de dibrometo de bifosfonio (4,4’-bis ((tri-
n-pentilfosfonio)metil) benzofenona) também demonstraram atividade anti-
Tripanossoma brucei (Taladriz et al. 2012). Estudos demonstraram a
atividade anti-T. brucei rodhesiense, anti-T. cruzi e anti- Leishmania
mexicana de derivados de benziltrifosfébnio em modelo experimental in vivo.
No entanto, informagdes sobre 0s possiveis mecanismos letais destes

compostos sdo escassos na literatura.
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Entre os compostos que ndo apresentaram atividade, os compostos
EFPL32, AHIO4, AHIO5, apresentavam como substituinte em R1 e R2 o
radical metila (CH3). Foi observado também que o0s compostos que
apresentavam como substituintes em R1, R2 e R3, radicais alifaticos de
cadeia curta, ndo demonstraram atividade, sendo estes AHIO7, AHIO8, AT27,
e AT 29. Comparando as estruturas desta série, nota-se que substituintes
que conferiram um maior grau de lipofilicidade aos compostos, assim como
aumento da massa molecular, resultaram em compostos mais ativos contra
Leishmania. Esses dados corroboram o0s estudos de Taladriz e
colaboradores (2010), onde relataram uma atividade mais promissora (CEsg
<5uM) de compostos de bifosfébnio contendo substituintes fenil contra
Trypanosoma brucei.

Foi observado também que a introdugcdo do substituinte F conferiu
uma auséncia de atividade antiparasitaria para os compostos AT19 e
EFPL3. Sendo o F, o substituinte mais eletronegativo da tabela periodica,
sua introducdo nos compostos bifosfénio podem ter alterado a distribuicéo
das cargas na molécula. Por outro lado, nossos dados diferem dos dados
observados por Taladriz, 2012, onde foi verificado que a presenca do F nos
compostos bifosfénio contribuiu com o aumento da atividade contra T. b.
brucei, conferindo valore de CEsp de até 0,85 puM.

Para explicar esta discrepéancia, é importante salientar que na forma
sanguinea de Trypanosoma brucei, a mitocondria carece de uma cadeia
respiratoria funcional, ainda que apresente um potencial eletroquimico,
atuando inversamente, hidrolizando ATP pela ATP sintase que atua como
ATPAse para criar um gradiente eletroquimico., pelo qual a presenca de
alvos alternativos nesse parasita € muito factivel (Nolan &Voorheis 1992,
Brown et al. 2006).

Dentre os 10 compostos monofosfénicos, 3 nao apresentaram
atividade frente a Leishmania, tanto contra a forma promastigota como para
a forma amastigota. Dentre os 7 compostos que apresentaram atividade
anti-Leishmania, com valores de CEsg similares aos sais de bifosfonio, todos

0s compostos monofosfonicos apresentaram uma toxicidade mais elevada
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frente aos macrofagos peritoneais quando comparado aos sais de bifosfonio.
Esse comportamento também foi observado por Taladriz, 2012, justificando
que o fato ao maior de grau de hidrofobicidade destes compostos
monofosfénio, conferindo um maior acesso ao interior dos macréfagos e
elevando a toxicidade. Sendo assim, este fato poderia ser uma justificativa
para a auséncia de atividade dos compostos bifosfénio frente aos
macrofagos infectados, que apesar de demonstrarem valores baixos de CEsg
contra os parasitas axénicos, podem ter encontrado maior dificuldade para a
entrada no interior dos macréfagos. Uma alternativa para aumentar a
atividade de compostos e reduzir toxicidade seria a utilizacdo de sistemas de
direcionamento de farmacos, como 0s lipossomos, 0 encapsulamento em
nanoparticulas. Tempone e colaboradores (2005) demonstraram que o
antiménio pentavalente quando encapsulado em lipossomos contendo
fosfatidilserina foi cerca de 16 vezes mais ativo quando comparado ao
farmaco livre. Sendo assim, sistemas de liberacdo controlada poderiam
facilitar a entrada dos compostos de fosfonio no interior dos macrofagos.

Na série de compostos aménios/piridinicos e quinolinicos o ponto em
comum é a substituicdo do elemento P (fésforo) por N (nitrogénio). Dos 14
compostos 2 compostos foram ativos frente a L. donovani, porem estes
compostos foram téxicos em macrofagos peritoneais. Em trabalhos com
farmacos com atividade anti-Leishmania, relacionam a atividade desses
compostos com o elemento N, no nosso trabalho ndo observamos essa
associacao, apenas foi observado com o elemento P (Mesquita et al. 2013,
Mesquita et al. 2014).

Com base nos indices de seletividade foram selecionados 4
compostos sendo cerca de 5 vezes mais ativo que o farmaco padrao
miltefosina, a qual apresentou um valor de CEsg de 12,50 uM (Lugque-Ortega
et al. 2010).

Em nosso estudo, observamos na forma promastigota, que quando a
razdo entre a CEsy/ Clsg foi préxima ou superior a 1, o dano ao parasita é
irreversivel. Sendo assim, considerou-se que nao houve recuperacdo do

promastigota apds 72 h de incubacdo, mostrando que o dano letal ocorreu
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nas 4 horas iniciais de incubacgao. Isso foi observado no composto EFPL11
onde a razéo foi de 0,92. Os demais compostos apresentaram valores CEsg/
Clsp de 0,21, 0,40 e 0,29 (EFPL6, EFPL8 e AHIO9 respectivamente),
sugerindo um efeito reversivel no promastigota. Ja quando os 4 compostos
selecionados foram incubados com as formas amastigotas axénicas, foi
observado esse efeito irreversivel, fato este possivelmente explicado pela
diferencas metabdlicas entre as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania (Chicharro et al. 2001). Apesar dos compostos terem exercido
um efeito predominantemente reversivel contra as formas promastigotas da
espécie L. donovani, nas espécies L. infantum o comportamento foi similar a
L. donovani, porem na L. major, espécie responsavel pela forma cutanea da
Leishmaniose, o comportamento foi inverso ao encontrado nas outras cepas.
O composto EFPL11 teve um efeito reversivel enquanto os outros
compostos tiveram um efeito irreversivel. Essas diferencas de
comportamento entre as espécies de Leishmania jA foram reladas em
diversos estudos (Tempone et al. 2009, Reimao et al. 2010, Reimao et al.
2011).

Comparada com outros microrganismos, a producdo de ATP na
Leishmania é empregada para a manutencdo do potencial da membrana
(Ter Kuile &Opperdoes 1993). No ensaio de bioluminescéncia, utilizando a
cepa 3-Luc, responsavel por medir as variacdes de ATP (Luque-Ortega et al.
2001), observou-se que os compostos EFPL6 e EFPL11 resultaram em uma
diminuicdo da intensidade de luminescéncia em 80% apds 25 minutos de
incubacdo (concentracdo de 6 X o valor da CEsp), enquanto o EFPL8 e
AHIOQ9, foi observada uma reducédo de 60%. Essa queda de luminescéncia
poderia ser devida a uma permeabilizacdo da membrana plasmatica, com a
saida de ATP, pela despolarizacdo da membrana plasmatica ou pela perda
dos gradientes i6nicos através dela, obrigando as bombas i6nicas a uma
hidrolise massiva de ATP com o objetivo de recuperar os valores perdidos
ou mesmo, uma inibicdo da sintese de ATP em Leishmania que é

essencialmente mitocondrial (Luque-Ortega et al. 2001).
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A estratégia consistiu em estudar ambas as hip6teses, para
documentar a permeabilizacdo da membrana plasmatica se utilizou a sonda
SYTOX Green, nossos dados confirmaram a hipotese de que a diminuicéo
dos niveis de ATP, observada anteriormente em 30 minutos de incubacdao,
ndo era devido ao surgimento de poros na membrana plasmatica.
Compostos que causam diminuicdo nos niveis de ATP devido a uma
perturbacdo da membrana plasmatica, ocasionam reducfes dos sinais
florescéncia de até 80% em tempos de 20 minutos de incubacdo, e em
concentracdes proximas aos seus valores de CEsp (Luque-Ortega et al.
2008, Fernandez-Reyes 2010). Portanto, esses resultados sugerem uma
acao na mitocondria do parasita, sitio responsavel pela producao de ATP.

Para verificar o efeito sobre a mitocondria, utlizou-se a sonda
Rodamina-123, um cétion lipofilico cuja acumulacdo esta associada a
presenca de um gradiente eletroquimico na membrana mitocondrial,
essencial para a sintese de ATP. Na presenca dos 4 compostos, onde pode-
se observar uma despolarizacdo da membrana mitocondrial superior ao
grupo tratado com KCN (atua inibindo a cadeia respiratéria). Desta forma,
notou-se que a capacidade de acumulo de Rodamina foi de 24,46% em
relacdo as células nado tratadas, ou seja, com 0 potencial de membrana
normal, enquanto para as células tratadas com os compostos, foi de até
4,91%. Estes dados sugerem um dano na fosforilacdo oxidativa e sugere um
acumulo desses compostos na mitocondria, ocasionando uma acao letal,
como também observado por Luque-Ortega e colaboradores (2010), quando
estudou benzofenonas similares. Indicando uma rapida acdo desses
compostos, causando pela acumulacéo rapida na mitocéndria, medida pelo
potencial eletroquimico do mesmo (Vercesi et al. 1991).

Uma vez confirmado que os compostos inibiam a sintese de ATP e
diminuiam o potencial eletroquimico da mitocondria, necessario para o
mesmo, buscou-se identificar o complexo da cadeia respiratoria que estes
compostos poderiam estar inibindo. Por meio do ensaio que monitorou o
consumo de oxigénio nos parasitas, foi possivel observar em 20 minutos,

uma queda de consumo de oxigénio de 20% a 35%, Para o estudo do sitio
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de acdo na cadeia respiratoria, a utilizacdo de digitonina na concentracdo
adequada, foi essencial, permitindo a permeacdo das substancias na
membrana plasmatica dos promastigotas, sem, contudo alterar a integridade
da membrana interna mitocondrial (Vercesi et al. 1991). Este efeito é devido
a afinidade da digitonina por esterdis em membranas celulares, uma vez que
a proporcao de esterol / fosfolipideo na membrana plasmatica é elevada,
sendo ausente na membrana mitocondrial(Fiskum &Lehninger 1980).

O consumo de O, dos parasitas na presenca dos substratos e
inibidores especificos da cadeia respiratéria determinou que um dos alvos
dos compostos, foi o complexo Il da cadeia de transporte de elétrons. Estes
dados foram corroborados por nossos estudos utilizando o ensaio
enzimatico com a fracdo mitocondrial. Além disso, compostos que atuam no
complexo 1l da mitocondria de tripanossomatideos tem sido valorizados
como potenciais candidatos a farmacos (Chen et al. 2001, Vieites et al.
2008)

A enzima succinato desidrogenase, € uma enzima fundamental no
ciclo de Krebs. Essa enzima localiza-se na membrana interna da
mitocéndria, enquanto todas as demais enzimas do Ciclo de Krebs sé&o
encontradas na matriz mitocondrial. A succinato-desidrogenase é uma
flavoproteina, ou seja, quando participa em processos oxidativos, o FAD
sera reduzido a FADH,, assim a reacdo catalisada pela succinato-
desidrogenase, resulta na oxidacdo do succinato a fumarato. Por meio do
FADH, reduzido, a succinato-desidrogenase fornece elétrons para a cadeia
respiratoria (fosforilacdo oxidativa). Essa doacédo de elétrons é mediada por
um transportador de elétrons de natureza lipidica, a ubiquinona,
transformando-se em ubiquinol. Em nosso estudo, utilizamos como inibidor o
malonato, que por apresentar similaridades estruturais com 0 succinato
(andlogo estrutural), atua como inibidor competitivo da succinato-
desidrogenase (Van Hellemond &Tielens 1997, Chen et al. 2001, Besteiro et
al. 2002, Denicola et al. 2002, Coustou et al. 2005). O papel desta enzima
como um produtor de succinato em Leishmania é vital, considerando que

este metabdlito € doador de elétrons primario da cadeia respiratoria do
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parasita e assim, o principal substrato oxidavel para a fosforilacdo oxidativa
em Leishmania, ja que o complexo |, a outra possibilidade fonte de ubiquinoa
reduzida, tem uma atividade nula em Leishmania respeito ao potencial
eletroquimico mitocondrial e a atividade de a-glicerofosfato desidrogenase,
que também gera ubiquinona reduzida, € muito inferior ao succinato
desidrogenase (Van Hellemond &Tielens 1997).

Por meio dos inibidores especificos de cada complexo, nossos dados
sugerem que uma acdo no complexo Il da cadeia respiratoria,
desestabilizando a produgdo de ATP, levando a célula a supressao
energética e morte celular. Esses dados sdo corroborados por nossos
estudos em microscopia eletrénica de transmissao, onde observou-se danos
ultraestruturais consideraveis na mitocondria, efeito também observado por
compostos da mesma classe por Luque-Ortega, 2010. Sendo que o
composto EFPL8 foi que ocasionou um inchago maior, ocupando mais da
metade do corpo do parasita. Além disso, nossos estudos em microscopia
confocal, confirmaram a alteracdo mitocondrial, dado pela uma diferenca
qualitativa encontrada no grupo de parasitas tratados com os compostos e
0S néao tratados.

O acumulo de cations lipofilicos na mitocéndria podem levar a uma
disfuncdo mitocondrial, e consequentemente, acionar o processo de morte
celular programada, fato este observado em Tripanossomatideos (Debrabant
et al. 2003, Debrabant &Nakhasi 2003, Ouaissi 2003), incluindo Leishmania
(Barcinski &DosReis 1999, de Freitas Balanco et al. 2001, Debrabant et al.
2003, Debrabant &Nakhasi 2003). Recentemente, foi sugerido que a
miltefosina induz a morte celular programada em L. donovani (Paris et al.
2004). Nossos estudos demonstraram que os compostos EFPL6, EFPL11 e
AHIO09 resultaram em um sinal de fluorescéncia de até 20,8% na populacéo
Sub G1 em relacdo a miltefosina (controle positivo), a qual apresentou um
sinal de 11,3%. Mesmo em uma concentracdo 7x superior ao valor de CEsy,
o composto EFPL8 néo induziu modificacdes significativas na populacao
Sub G1, indicando que, apesar de seu acumulo na mitocéndria, 0 composto

nao resultou em ativagéo dos processos de morte celular programada.
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1.2. Farmaco buparvaquona

A estratégia de reposicionamento de farmacos vem sendo uma
abordagem amplamente utilizada. Encontrar novas indicagOes terapéuticas
para um farmaco aprovado no mercado, reduz o tempo e o custo das
pesquisas (Ekins et al. 2011). O exemplo da eficacia dessa técnica € o
reposicionamento da miltefosina, desenvolvida inicialmente para o
tratamento do cancer de mama e hoje utilizada para o tratamento da
leishmaniose (Sundar et al. 2002). Outros exemplos sao a pentamidina, um
hipoglicemiante, assim como a anfotericiha B e o0s azbis, usado nho
tratamento de infec¢des fungicas que hoje tiveram seu uso direcionado para
o tratamento da leishmaniose (Croft et al. 2006).

Coletar e disponibilizar ao publico o maximo de dados possivel sobre
o perfil e alvo dos farmacos oferece oportunidades para redefinicdo do seu
uso. O estudo do mecanismo de acédo e a compreensdo de um farmaco no
reposicionamento sdo de suma importancia (Oprea &Mestres 2012). A
miltefosina apresenta mais de um sitio de acdo na Leishmania, porém,
somente dois sitios de acdo estdo perfeitamente descritos, isso demostra a
importancia de trabalhos sobre o mecanismo e a importancia de estudos
com futuro farmacos de reposicionamento (Luque-Ortega &Rivas 2007,
Luque-Ortega et al. 2012).Portanto, quanto mais estudo forem realizados,
mais podemos entender e prever futuros problemas na proposicdo dessa
reposicao.

A buparvaquona € uma naftoquinona, e as naftoquinonas sao
conhecidas pela sua atividade antimicrobiana e propriedades fungicidas
(Kaneshiro et al. 2001). Porém as naftoquinonas sdo pouco sollUveis em
agua por serem moléculas lipofilicas (Mantyla et al. 2004, Guo et al. 2012).
Naftoquinonas também sao encontradas na natureza; plantas da ordem
Caryophyllales produzem diversos derivados (Guo et al. 2012).

A BPQ foi desenvolvida na década de 80, desde entdo vem sendo
utilizada para o tratamento veterinario da Theleriose tropical (McHardy et al.
1985). Na literatura existem trabalhos que propdem o uso da buparvaquona

no tratamento de cades com leishmaniose. No trabalho de Vexenat e
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colaboradores (1998) foram estudados a atividade em 7 cdes com
leishmaniose, porem, os resultados ndo foram promissores, ndo havendo
reducdo da carga parasitaria nesse estudos (Vexenat et al. 1998). Segundo
alguns autores a baixa atividade in vivo deste composto € consequéncia de
sua baixa hidrossolubilidade (<1mg/L em &gua), o que compromete a sua
biodisponibilidade (Muller &Jacobs 2002).

Estudos recentes propdem formulacfes lipossomais para melhorar a
atividade do farmaco in vivo (Reimao et al. 2012). Porém, poucos trabalhos
foram publicados sobre a atividade do farmaco. Luque-Ortega e
colaboradores em 2001 observaram a alteracdo dos niveis de ATP de
Leishmania spp. de 15 naftoquinonas e entre elas, o farmaco buparvaguona.

No presente trabalho a buparvaguona apresentou um valor de CEsp
de 0,04 pM em L. donovani, enquanto o farmaco padrdo miltefosina,
apresentou um valor de CEso de 12,50 pM; assim, a buparvaquona
demonstrou ser aproximadamente 300 vezes mais ativa que a miltefosina.
Na espécie L. infantum o valor foi similar (CEso 0,03 uM) aqueles relatados
em outros estudos (Croft et al. 1992, Luque-Ortega et al. 2001, Mantyla et al.
2004).

Nossos dados demonstraram que a BPQ nédo apresentou toxicidade
para macrofagos de linhagem tumoral (Raw 264.7) e macrofagos peritoneais
de camundongos, resultando assim, em um indice de seletividade (IS) maior
gue 125. Nossos dados corroboram os dados obtidos por Reimédo e
colaboradores (2012), onde foi observado um IS maior que 150.

A relacéo entre os valores de inibicdo de curto prazo e proliferacéo,
ou seja, CEsq/ Clsg foram superiores a 1, sugerindo que o dano celular tenha
sido irreversivel. O valor de Clso foi 113 vezes maior que o valor de CEsg
para a espécie de L.infantum; esse padrdo também se repetiu para a
espécie L.donovani, sugerindo uma acdo de leishmaniostatica quando o
farmaco foi incubado pelo periodo de 4 horas. Porém, uma acao
leishmanicida foi observada quando a BPQ foi incubada por um tempo
superior a 4 horas, conforme observado pelo valor de CEsob (72 h), que se

apresentou 33 vezes maior que o valor de CEsy (4h). Reimédo e
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colaboradores (2012) observaram que entre 24 e 72 horas nao houve
variacdo dos valores de CEsg, assim, possivelmente a acdo desse farmaco
deve ocorrer entre 4h a 24h.

A acdo letal mais prolongada do farmaco também foi corroborada
pelos nossos dados de bioluminescéncia com a cepa L. donovani 3Luc. Na
leitura apo6s 30 minutos, observou-se apenas uma queda 20% no sinal de
luminescéncia a uma concentracao de 0,1 uM (2,5 vezes maior que o valor
de CEsp). O mesmo experimento realizado apo6s 4 h de incubagcdo na mesma
concentracdo demonstrou uma queda de sinal de 50%, corroborando os
dados obtidos por Luque-Ortega (2001).

Nossos dados indicaram que a buparvaguona n&o afetou a
permeabilidade da membrana plasmatica. No experimento de
permeabilizagdo com a sonda fluorescente SYTOX Green, ndo se observou
aumento do sinal de fluorescéncia, mesmo quando se utilizou diferentes
tempos de incubacdo e uma concentracdo 100 vezes maior que o valor de
CEsp. Assim, a diminuicdo dos niveis de ATP observados com queda da
luminescéncia, pdde ser correlacionada a uma acgdo do farmaco na
mitocdndria do parasita, ainda que com respeito as benzofenonas estudadas
anteriormente, a aquisicdo de um nivel toxico para o parasita mais
lentamente.

Para se estudar uma possivel acdo do farmaco na mitocdndria,
utilizou-se a sonda Rodamina-123, um fluoréforo que se acumula em
membranas mitocondriais intactas. Nossos dados demonstraram que na
concentracdo mais elevada (3 uM), houve um acumulo de 18% da sonda,
enquanto que na célula tratada com o KCN, o acumulo foi de 48%. Assim,
observou-se que a taxa de acumulo da sonda na mitocéndria pbode ser
relacionado a um evento dose dependente do farmaco. Ainda, quando
comparamos as taxas de acumulo entre as concentracdes de 0,25 pM a
0,75 uM, observou-se que a queda foi de 16%, enquanto entre as
concentracdes seguintes ( > 0.75 pM), ndo houve diferenca significativa em
relacdo a taxa de acumulo da sonda. Estes dados sugerem que a BPQ

causa uma despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial e ainda,
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gue a concentracdo maxima de 0,75 pM é suficiente para interferir neste
potencial.

Na busca do sitio de acdo na mitocondria, foi realizado o
monitoramento dos niveis de consumo de oxigénio com a adicdo de
inibidores e substratos da cadeia respiratéria. Nossos dados demonstraram
uma acdo da buparvaguona na mitocondria da Leishmania, sugerindo o
complexo Ill, denominado Coenzima Q-Citocromo C oxidorredutase, ou
Citocromo bc;, como o alvo do farmaco. Segundo Morello e colaboradores,
naftoquinonas inibem a respiragdo celular (Morello et al. 1995). A
atovaquona, uma hidroxinaftoquinona relacionada a buparvaguona, vendida
comercialmente com o nome de Wellvone, € usada no tratamento do
protozoario Cryptosporidium parvum. Foi relatada sua capacidade de se ligar
irreversivelmente no citocromo b no complexo bcl dentro das mitocondrias,
interrompendo dessa forma o transporte de elétron e inibindo a fosforilacéo
oxidativa e da sintese de ATP do C. parvum (Cushion et al. 2000, Kaneshiro
et al. 2000, Kaneshiro et al. 2006). Em Plasmodium também foi observada a
acao de hidroxinaftoquinonas no complexo lll da cadeia respiratéria (Ellis
1994). Trabalhos que relatam a resisténcia a BPQ também relacionam a
mutacdes no gene do citocromo b do parasita em Theileria annulata, como
possiveis causadores da resisténcia desse parasita ao farmaco
buparvaquona (Sharifiyazdi et al. 2012). Assim, sugere-se que a BPQ atue
na Leishmania de forma similar ao farmaco atovaguona em Plasmodium e
Cryptosporidium parvum; além disso, sua acdo na Leishmania pode estar
também relacionada aquela observada pelo farmaco na Theileria.

A funcdo do complexo Il da mitocdndria é permitir que uma
molécula de CoQH2 reduza duas moléculas do citocromo por meio de uma
bifurcacdo do fluxo de elétrons da CoQH2 para os citocromos cl e b,
permitindo o bombeamento de prétons da matriz para 0 espacgo
intermembrana. A CoQH2 transfere um dos elétrons para a proteina Fe-S
liberando dois prétons no espaco intermembrana e produzindo a CoQ-. A
proteina Fe-S reduz o citocromo c1, enquanto a CoQ- transfere os elétrons

restantes para o citocromo b, produzindo uma CoQ oxidada. A CoQ oxidada
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recebe o elétron novamente do citocromo b, revertendo a forma CoQ-
(Salvador 2003).

Nossos estudos ultraestruturais, assim como em microscopia
confocal, confirmaram a acdo da BPQ na mitocondria da Leishmania. Os
danos na regiao do cinetoplasto, assim como a alteragdo do potencial de
membrana mitocondrial, confirmam a acdo da BPQ na mitocondria, efeito
este, também observado por outros compostos que atuam na mitocondria,
com uma morfologia semelhante a outros compostos leishmanicidas que
atuam na mitocondria (Luque-Ortega, 2010).

Como ja citado anteriormente, compostos que atuam na mitocdndria
podem levar a uma disfuncdo desta organela, podendo acionar o processo
de morte celular programada (Debrabant et al. 2003, Debrabant &Nakhasi
2003, Ouaissi 2003). Porém, nossos estudos em citometria de fluxo nao
sugeriram que a BPQ induza um processo de morte celular programada
(apoptose-like) na Leishmania, devido a ndo formacao de populagdes Sub-
G1 em diferentes tempos de incubacdo. Porém, em células CD8+ e linfocitos
infectados com Theleria, a BPQ induziu um processo de apoptose por meio
da ativacao da enzima caspase 9 e caspase 3 (Guergnon et al. 2003).

O estudo do mecanismo de acdo de farmacos pode contribuir com
importantes dados para a identificacdo de novas rotas de morte celular,
possibilitando ainda, o desenho de farmacos mais seletivos. Antes de se
propor novas alternativas para o tratamento da leishmaniose € preciso se
intensificar os estudos dos possiveis mecanismos de acdo de novos
compostos, assim como de farmacos existentes no mercado. Nosso trabalho
corrobora a importancia dos estudos de mecanismo de acdo, pois
apresentando a Leishmania uma Gnica mitocondria, a buparvaquona torna-
se um excelente candidato a farmaco, uma vez que sua acdo esta
diretamente relacionada a esta organela.

Em resumo o presente trabalho demonstrou a importancia do
metabolismo energético de Leishmania como um alvo terapéutico de novas
farmacos e a importancia do estudo de mecanismos de acdo permitindo a

otimizacdo de novas geracdes de farmacos com base em modelos e
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estruturas de complexos supramoleculares da cadeia respiratéria. Bem
como ferramentas de modelagem molecular cada vez mais poderosas, para
inferir diferencas estruturais nos parasita, permitindo a ancoragem e
realizando uma sintese dirigida .

Abrindo perspectivas futuras de confirmacdo experimental, ja iniciada,

e cujo desenvolvimento vai continuar nos anos seguintes.
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CONCLUSAO
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o Dentre os 63 compostos sintetizados, observou atividade anti-
Leishmania de 42 compostos em L. donovani

o A citotoxicidade foi determinada em células de mamifero e foi
observado indices de seletividade entre 29 e > 41.

o Foram escolhidos 4 compostos com atividade anti-Leishmania em
concentragcdes de micromolar sobre promastigotas de Leishmania donovani
e sobre amastigotas axénicos de L. pifanoi; os compostos EFPL6, EFPLS,
EFPI11 e AHIO9 apresentaram os maiores indices de seletividade e foram
selecionados para o estudo de mecanismo de agao.

o Os 4 compostos sintetizados alteraram os niveis de ATP intracelular
em L. donovani, mas ndo ocasionaram nenhum dano na membrana
plasmética, sendo essa alteracdo ocasionada pela inibicdo do complexo Il da
cadeia respiratoria

o Dos 4 compostos, 3 compostos (EFPL6, EFPL11 e AHIO9) induziram
alteracdes do ciclo celular.

o O farmaco buparvaquona apresentou os menores valores de CEsyo,
variando de 0,03 a 0,8 puM em Leishmania.

o Com base nos estudos de citotoxicidade, observou-se um indice de
seletividade >125 para a buparvaquona.

o O farmaco buparvaquona alterou os niveis de ATP intracelular, porém
ndo ocasionou alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica.

o As alteragBes dos niveis de ATP induzidas pela buparvaguona foram
demonstradas por inibicdo do complexo Ill da cadeia respiratoria.

o Os estudos de microscopia confocal demostram alteracbes do
potencial de membrana mitocondrial, induzidas tanto pelos 4 compostos
sintéticos quanto pelo farmaco buparvaquona.

o Os estudos de microscopia eletrénica de transmissdo demonstraram
significativas alteracdes no cinetoplasto de promastigotas de L. donovani
tanto para os 4 compostos sintéticos em L. infantum quanto para o farmaco
buparvaquona.

o O farmaco buparvaquona nao induziu altera¢cdes no ciclo celular do

parasita.
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o Estes estudos poderiam auxiliar a descoberta de novas rotas de
morte celular da Leishmania, contribuindo na selecdo de novos farmacos

para leishmaniose.
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