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ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of the genus Leishmania and currently
is expanding in all states. Treatment is problematic, given that the recommended drugs
are difficult to administer and serious side effects. The present study aims to test
synthetic compounds, developed by the group of Chemistry, USP / Sao Carlos. The
evaluation of compounds that act on enzymes of metabolism was performed in
promastigotes of Leishmania amazonensis in cultured murine peritoneal macrophages.
The results showed that the 17 compounds tested, three IDs (71S, 130S and 195 are
dehydrogenase inhibitors enzima diidroorotato - DHODH) were toxic to promastigotes of
L. amazonensis-GFP, in assays counting under a light microscope and measuring
fluorescence spectra-fluorometer, though only the ID of the ID 71S 130S were
considered significant by statistical analysis. These inhibitors are reduced infection with
amastigotes in cultured murine macrophages peritoneias but these were toxic to
macrophage cultures. The compound ID 195 was toxic to macrophages at the higher
concentrations. In another experiment it was shown that at concentrations below 195 the
ID was not toxic to macrophages, but did not reduce the number of amastigotes inside

macrophages.
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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenga causada pelos parasitas do
género Leishmania e atualmente, esta em franca expansdo em todos os estados da
federagao. O tratamento é problematico, tendo em vista que os farmacos preconizados
sdo de dificil administracdo e com sérios efeitos colaterais. Este trabalho foi realizado
com o objetivo de testar compostos sintéticos, desenvolvidos pelo grupo de Quimica da
USP/Séo Carlos. A avaliagdo de compostos com acéo sobre enzimas do metabolismo
foi realizada em formas promastigotas de Leishmania amazonensis e em cultura de
macrofagos peritoneais murinos. Os resultados mostraram que dos 17 compostos
testados, 3 (IDs 71S, 130S e 195 que sé&o inibidores da enzima diidroorotato
desidrogenase - DHODH) foram téxicos para promastigotas de L. amazonensis-GFP,
em ensaios de contagem em microscopio éptico e medicdo de fluorescéncia em
espectro-fluorimétro, apesar de que somente o ID 71S o ID 130S foram considerados
significativos pela analise estatistica. Esses inibidores reduziram a infec¢do com
amastigotas em cultura de macréfagos peritoneais murinos, mas foram téxicos para
essas culturas de macréfagos. O composto ID 195 foi toxico para os macrofagos nas
concentracdes mais altas. Em outro experimento demonstrou-se que em concentracoes
menores o ID 195 ndo foi toxico para macrofagos, mas também néo reduziu 0 numero

de amastigotas no interior dos macréfagos.
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1 — INTRODUCAO
Aspectos gerais da Leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas parasitarias que apresentam manifestacoes
clinicas multifacetadas, tém ampla distribuicdo geografica, ocorrem no Novo e Velho
Mundo e mostram grande diversidade epidemioldgica (FILHO & BOGLIOLO, 2000).
Identificada no primeiro século da era cristdi na Asia Central, a leishmaniose
tegumentar, recebeu nomes diferentes, de acordo com a regido onde ocorria (por
exemplo, ferida de Balkh no Afeganistdo; botdo de Bagdad no Iraque; botdo do Oriente
e Ulcera de Bauru no Estado de S&o Paulo). Nas Américas, é denominada
Leishmaniose tegumentar americana (LTA) e ocorre desde o sul dos Estados Unidos
até o norte da Argentina (FILHO & BOGLIOLO, 2000).

O género Leishmania (Ross, 1903), agrupa espécies de protozoarios parasitos
unicelulares, heteréxenos, pertencentes a classe Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, na forma flagelada, promastigota, no trato digestério dos
hospedeiros invertebrados e, como amastigotas, forma intracelular obrigatéria do
sistema fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados (NEVES, 2000; HENRY et

al., 2005).



Vetor

Os flebotomineos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) sao insetos que
transmitem ao homem patdgenos causadores das leishmanioses, bartoneleose (verruga
peruana) e febre papatasi (febre dos trés dias), tendo como agentes etioldégicos
protozodrios, bactérias e virus, respectivamente. No caso especifico de vetores das
leishmanioses, dois géneros tém importancia médica e veterinéria: Phlebotomus — na
Europa, Asia e Africa — e Lutzomya — nas Américas (BARRAL & COSTA, 2011). Estes
pequenos dipteros sdo curvados, muito pilosos, com as asas em forma de ponta de
lanca mantidas eretas sobre o corpo quando pousados e popularmente conhecidos no
Brasil como asa branca, asa dura, birigui, cangalhinha, mosquito palha, tatuquira, frebdti
(MARCONDES, 2001). Apresentam ampla distribuicdo geogréfica, encontrados sob as
mais diversas altitudes, condi¢cbes climaticas e ambientes (silvestres, rurais e urbanos)
(BARRAL & COSTA, 2011).

A saliva de Lutzomya longipalpis e, provavelmente, de outras espécies de
flebotomos, contém “maxadilan”, um vasodilatador muito potente que facilita a sucgéao
do sangue e entrada do parasita (MARCONDES, 2001). A atividade dos flebotomineos
é predominantemente crepuscular ou noturna. Unicamente as fémeas adultas sao
hematéfagas, mas elas se alimentam também de sucos vegetais, como fazem
regularmente os machos (REY, 2001). Esses dipteros se adaptam a abrigos Umidos e
escuros, saindo destes, em geral, em condicées de alta umidade e de temperatura

moderada (MARCONDES, 2001).



Ciclo biolégico da Leishmaniose

O vetor infecta-se quando suga o sangue de um individuo infectado ou
reservatério animal. A Leishmania, em sua forma amastigota, possui aspecto
arredondado e 3-7 ym de didmetro e vive em macrofagos. O fleb6tomo ingere
macréfagos infectados durante o repasto sanguineo e os amastigotas sao liberados no
estdbmago do inseto. Os amastigotas se transformam em promastigotas, forma movel,
flagelada e alongada (10-20 um). Em seguida os promastigotas migram para o trato
alimentar anterior do inseto, onde vivem no meio extracelular e se multiplicam por
divisdo binaria. Quando o inseto finalmente realiza o repasto sanguineo em um

mamifero hospedeiro, inocula a forma promastigotas juntamente com a saliva (Fig. 1).

0 Picada do inseto vetor e Promastigotas s3o fagocitadas
.l"P’;aO de promastigotas) por macrdfagos
Divis3o binaria &

Promastigotas s30
transformadas em amastigotas
& el : dentro dos macrofagos
Estagios no inseto don mackitagen
Amastigotas se transformam em

promastigotas no intestino

]
Amastigotas se multiphicam em

Q ;
Q 9 9 >e.'nfa= \I":‘mr‘:o macréfagos) de
‘ varios teciios

e Ingest3o de cilulas
parasitadas

o P}.,s::a do insato vetor Estégios no homem
(ingest3o de macrofagos
S e infectados com amastigotas)
A\ Estigio infeccioso

A Fase de diagndstico

Figura 1. Ciclo de vida do parasito do género Leishmania ssp, agente causador dos
diferentes tipos de Leishmaniose. Imagem retirada e adaptada do CDC
(http://www.dpd.cdc.gov/dodx/).


http://www.dpd.cdc.gov/dodx/

Uma vez no hospedeiro vertebrado, os promastigotas sédo fagocitados pelos
macréfagos e rapidamente transformam-se em amastigotas, sobrevivem multiplicando-
se dentro dos macréfagos, posteriormente lisando-os. Os amastigotas liberados sao

fagocitados por outros macrofagos, dando continuidade ao ciclo (AWASTHI et al.,

2004).



Situacao epidemiolégica

A leishmaniose tegumentar constitui um problema de saude publica em 88
paises, distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com
registro anual de 1 a 1,5 milhdes de casos. E considerada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto
coeficiente de deteccdo e capacidade de produzir deformidades (OMS, 2007;
MINISTERIO DA SAUDE, 2007). A LTA distribui-se amplamente no continente
americano, desde o sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina. No Brasil,
especificamente no Estado de Sdo Paulo, a LTA era classicamente doencga de animais
silvestres, transmitida acidentalmente para trabalhadores de exploragdo florestal,
abertura de estradas e mineracdo (CUNHA & SILVA, 2007). Entretanto, a partir da
década de 1980, houve aumento significativo no numero de casos autoctones,
abrangendo novas dareas geograficas apresentando comportamento endémico,
atingindo homens, mulheres e criancas de todas as faixas etarias, na periferia de
centros urbanos.

No Brasil, a leishmaniose € doenca de notificacdo compulséria, outro fato
significante para a saude publica em relagao a leishmaniose € a reativagéo de infecgbes
subclinicas assintomaticas em individuos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(OMS, 2007). Um fator relevante para o surgimento dessa zoonose esta relacionado
aos desmatamentos que ocorreram para a chegada do progresso como: construcao de

estradas, vilas e fazendas (SOUZA, 2006).



Segundo o Sinan - Ministério da Saude (Sistema de Informacdo de Agravos de

Notificagdo) entre 1990 a 2010 o numero de casos de LTA se mantende acima de

19.000 casos/ano como descrito na tabela abaixo:
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Agente Etioldgico

Existem diversas espécies do parasita que podem atingir os humanos, causando
duas formas distintas de leishmaniose: a primeira atinge pele e mucosas, ja a segunda
atinge visceras (bacgo, figado e medula 6ssea). Os dois subgéneros que agrupam 0s
parasitas sdo Leishmania e Viannia, definidos pela localizacdo dos promastigotas no
tubo digestério do vetor (NEVES, 2009; HANDMAN, 1999; SILVEIRA, 2009). As
espécies de Leishmania que podem atingir seres humanos e causam leishmaniose
tegumentar sao: L. (V.) braziliensis, (lesbes cutaneas e mucosas, Ulcera de Bauru); L.
(V) guyanensis, (lesdes cutaneas); L. (L.) mexicana, (lesb6es cutaneas e difusas); L. (L.)
amazonensis, (lesées cutaneas e difusas), no Novo Mundo e L. tropica e L. major,
causam lesdes cutaneas no Velho Mundo. As leishmanioses viscerais sdo causadas
por: L. (L.) donovani (india); L. (L.) infantum, no Velho Mundo e L. (L.) chagasi nas
Américas (HANDMAN, 1999).

A espécie utilizada para este trabalho foi a L. amazonensis, que é pouco
encontrada em seres humanos devido ao fato dos seus vetores Lutzomyia
flaviscutellata, L. reducta e L. olmeca apresentarem habitos zodfilos mais acentuados
(DIVE, 2008). A doenca, que se manifesta principalmente na forma cutanea benigna, e
mais raramente na forma cutanea difusa (comprometimento de extensa area de
superficie cutanea, com predominio de lesdes nao-ulceradas) e de dificil tratamento, é
encontrada tanto no meio rural como nas cidades (REY, 2001; BARRAL et al., 1991,

SILVEIRA, 2009).



Ciclo de transmissao da L. amazonensis

O ciclo ocorre em areas de florestas primarias e secundarias da Amazdnia Legal
(Fig.2) (Amazonas, Para, Rondbnia, Tocantins e Maranhao), e também em Estados das
regides Nordestes (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo), Centro — Oeste
(Goias) e Sul (Parana) (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Na Figura 2 esta representado
o ciclo em floresta, e esquematizados o homem e os roedores silvestres do género
Proechimys e o Oryzomys, dos quais o parasita foi isolado. Embora o papel
desempenhado por estes animais silvestres no ciclo de transmissdo ndo tenha sido
bem definido, as evidéncias encontradas indicam estes roedores como reservatorios

desta espécie de Leishmania (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Figura 2. Ciclo de transmissao da Leishmania amazonensis na Amaz6nia
brasileira (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).



Diagnéstico Laboratorial

Na pratica médica, trés sdo os recursos de laboratério para o diagnéstico de
leishmaniose tegumentar: 1) pesquisa do parasita em esfregaco do material coletado
das bidpsias de lesdes, e corado pelo método de Giemsa ou similar; 2) pesquisa do
parasita em cortes histoldgicos das lesbes, coletado da biopsia e corados pela
hematoxilina-eosina e 3) intradermorreacdo de Montenegro, reacdo de
hipersensibilidade do tipo tardia a antigenos do parasita. Outros recursos de pouco
valor pratico, porém de importancia tedrica sdo a cultura do material da bidopsia em
meios adequados para isolamento do parasito e a inoculagdo em animais suscetiveis a
infeccdo. (MORAES, et al., 2008). Métodos de diagnostico, baseados em técnicas
imunoldgicas (imunofluorescéncia e imunoperoxidase) ou na biologia molecular
(hibridacdo de DNA e PCR), sdo mais sensiveis que as técnicas tradicionais, porém
exige uma infra-estrutura laboratorial adequada, de custo relativamente alto (REY,

2008).



Tratamento

As leishmanioses ndo contavam com qualquer terapéutica até que Gaspar
Vianna, em 1912, descobriu a acdo curativa dos antimoniais (REY, 2008; RATH ET AL.,
2003) Atualmente os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose,
utilizados ha mais 50 anos, possuem diversos efeitos colaterais, com limitacbes para
sua administracdo. Os farmacos de primeira escolha no tratamento das leishmanioses
sd0 os antimoniais pentavalentes (Sb*°). H& dois tipos de antimoniais pentavalentes
que podem ser utilizados, o antimoniato de N-metilglucamina e o estibogluconato de
s6dio, sendo este Ultimo ndo comercializado no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).
Ha restricbes para o tratamento de pacientes com idade acima dos 50 anos, portadores
de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doenga de Chagas.

A resposta ndo sendo satisfatéria os farmacos de segunda escolha sdo a
Anfotericina B e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato de pentamidina)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007). O desoxicolato de Anfotericina B é um antibiético
poliénico com excelente atividade in vitro na destruicdo de promastigotas e amastigotas
de Leishmania. E considerada como droga de primeira escolha no tratamento de
gestantes e de segunda escolha quando ndo se obtém resposta ao tratamento com o
antimonial pentavalente (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Todavia, nesse tratamento
ocorre frequentemente: febre, anorexia, nauseas, vomitos e flebite. Anfotericina B
lipossomal é uma nova formulacdo em que a Anfotericina B é incorporada em
lipossomas de fosfatidilcolina, colesterol e disterolfosfatidilglicerol. A meia-vida é curta,
pois o farmaco é rapidamente sequestrado pelos macréfagos no figado e bago, onde
atinge elevadas concentracdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). As pentamidinas s&o

diamidinas aromaticas utilizadas como farmacos de segunda escolha no tratamento da
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leishmaniose tegumentar em areas endémicas dos continentes americano, asiatico e
africano. As reag¢des adversas provenientes do tratamento com pentamidinas s&o: dor,
induracdo e abscessos estéreis no local da aplicagdo, além de nauseas, vomitos,
tontura, adinamia, mialgias, cefaléia, hipotensao, lipotimias, sincope, hipoglicemia e
hiperglicemia. Pode ocorrer efeito diabetogénico, que é cumulativo e dose dependente
(MINISTERIO DA SAUDE - FUNASA, 2000).

Os baixos resultados de eficacia do antimonial e pentamidina, bem como as
dificuldades operacionais relacionadas a Anfotericina B, evidenciam a necessidade,
urgente, de novas opgoes terapéuticas para o tratamento da LTA (NEVES et al., 2011).
Outros farmacos, utilizados originalmente no tratamento de outras doencas, estdo em
estudos em varios paises e também no Brasil, como por exemplo: a miltefosina, rhGM-
CSF (recombinant human granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
pentoxifilina e paramomicina (ALMEIDA et al., 2011).

Apesar de a leishmaniose tegumentar ser um importante problema de saude
publica, os dados publicados sobre o uso de novos compostos para o tratamento séo
limitados (ALMEIDA et al., 2011). Algumas pesquisas avaliaram, por exemplo, 6leo de
copaiba (SANTOS et al, 2008), peconha de serpente (CASTILHOS, 2008), omeprazol
(MIOT et al., 2005), pravastatina (KUCKELHAUS, 2011), extratos de plantas (como por
exemplo, Campsiandra laurifélia) (CHAGAS et al., 2010), prépolis (AYRES et al, 2007),
porfirinas em terapia fotodindmica (BASTOS et al., 2012) e compostos sintéticos tais
como os organoclorados (LIMA ET AL., 2009). Os resultados variam entre efeitos
toxicos na forma promastigota de espécies de Leishmania, a efeitos de retardo no

aparecimento de lesbes nos modelos animais da leishmaniose tegumentar.
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Quimica Medicinal

A quimica medicinal € uma é&rea de pesquisa que engloba a inovacao,
descoberta e o0 desenvolvimento de novas substancias quimicas bioativas, sintese ou
modificagdo molecular, extracdo, isolamento, identificacdo e elucidacao estrutural de
principios ativos naturais de plantas, animais ou minerais (ROCHA, 2010). A descrigao
das moléculas desde a sua constituicdo atbmica, passando por relagdes estrutura-
propriedade até suas caracteristicas estruturais quando da(s) interacéo (6es) com alvos
bioldgicos de interesse terapéutico também sao aspectos trabalhados na quimica
medicinal (ROCHA, 2010).

Ainda neste contexto, o laboratorio do Dr. Carlos Alberto Montanari no Instituto
de Quimica da USP de Séao Carlos (USP-IQ) vem trabalhando em aspectos formais e
aplicagbes da quimica medicinal particularmente no ambito das doengas tropicais
(Doenca de Chagas, leishmanioses e esquistossomose). Por exemplo, o uso de
flavondides como inibidores da enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase do
Trypamosoma cruzi (FREITAS et al., 2009). Esta proteina é uma enzima essencial na
via da glicdlise e da gliconeogénese, catalisando a fosforilagdo oxidativa do substrato
gliceraldeido-3-fosfato em 1,3- bifosfoglicerato na presenca de NAD+ e fosfato
inorganico, sendo também capaz de catalisar a reacao inversa (FREITAS et al., 2009;
LEITAO et al., 2009).

Uma vez que, a via glicolitica € a principal forma de obtencado de energia de
tripanosomatideos, e um alvo molecular atrativo para essa via energética teria um papel
no controle do fluxo glicolitico do parasita. Entretanto, os sitios cataliticos da enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase do T. cruzi e do ser humano apresentarem alto

grau de similaridade, pois catalisam a mesma reacdo quimica, o grupo de pesquisa

12



(USP-IQ) busca por novas regides distintas entre as duas proteinas capazes de
acomodar ligantes com alta afinidade e potencial para inibicdo seletiva da enzima do
parasita, através de um programa (SitelD) que identifica cavidades com caracteristicas
de sitios de interagcdo na estrutura 3D de biomacromoléculas.

A utilizacdo desta ferramenta é relevante quando se busca por provaveis sitios
de interagdo para pequenas moléculas (ROCHA, 2010). A enzima, diidroorotato
desidrogenase, é capaz de catalisar a conversao do diidroorotato em orotato, a quarta e
unica reacao redox da via metabolica da sintese de novo nucleotideos de pirimidina
(CHELESKI et al., 2010; PINHEIRO, 2012). Os nucleotideos de pirimidina sao
essenciais para sintese de DNA, RNA, biosintese de lipideos de membrana e
glicolisagcao de proteinas, além de outros eventos metabdlicos (LOFFLER et al., 1997).

A identidade sequencial entre a diidroorotato desidrogenase de
tripanosomatideos e a enzima humana € de aproximadamente 25%. As enzimas das
diferentes espécies do género Leishmania compartilham identidade superior a 85%.
Dentre as diferentes espécies do género Trypanosoma a identidade sequéncial € maior
que 75%; sendo este percentual, maior que 89% quando comparadas as diferentes
espécies do Trypanosoma (PINHEIRO, 2012). Essa enzima também tem sido estudada
no contexto da Quimica Medicinal, e através da combinacdo de técnicas de DNA
recombinante, termofluor, cristalografia de raios-X e ensaios de inibi¢do in vitro e in
silico, identificou-se sitios alvos na estrutura da enzima para o desenvolvimento de
ligantes em L. major e T. cruzi (PINHEIRO, 2012).

Além dos inibidores citados acima, também foram testados: enzimas da cadeia
respiratéria de Saccharomyces: scitalona desidratase, succinato desidrogenase

(complexo 1), adenosina-deaminase e hidroxinaftaleno redutase (SAINT-MARC, 2009),
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a enzima cruzaina que € uma cisteina proteinase especifica de T. cruzi (DUSCHAK &
COUTO, 2009). Assim, a estratégia usada pelo grupo de pesquisa foi desenhar,
purificar e sintetizar moléculas com o potencial de inibir gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase e a diidroorotato desidrogenase e outras enzimas do metabolismo.
Neste contexto, triagens bioldgicas resultaram na identificagdo de compostos de origem
natural e sintética com atividade inibitéria in vitro frente a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e diidroorotato desidrogenase do T. cruzi, ampliando a diversidade
quimica de moduladores seletivos destes alvos.

Dentre os inibidores, o flavondide tilirosideo foi identificado através do
planejamento baseado na estrutura 3D da molécula. Os ensaios espectrométricos e
calorimétricos frente a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase mostraram que o
tilirosideo inibe a enzima em concentragdes baixas (IC50=46 mM, Ki=25 mM). O ensaio
de toxicidade do tilirosideo contra tripomastigotas do T. cruzi da cepa Y foi positivo
(IC50 = 770 mM). Enquanto que, o unico farmaco em uso benzonidazol, no tratamento
da doenca de Chagas, foi ativo na poténcia de 400 mM concentracao elevada, segundo
a Organizacao Mundial da Saude (FREITAS et al., 2009; CHELESKI et al., 2011).

Considerando-se as semelhancas taxondmicas e a alta homologia (85-90%),
tanto na sequéncia de aminodcidos quanto na analise genética e estrutura
cristalografica da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, entre Leishmania e T.cruzi
(HANNAERT ET AL., 1998; BRESSI et al., 2001), existe possibilidades dos inibidores
criados pelo grupo do Dr. Montanari apresentarem efeitos téxicos para L. amazonensis.

Nosso objetivo, nesse trabalho, foi testar compostos com ag&o inibidora na
atividade de enzimas do metabolismo, que também sdo expressas em Leishmania, em

formas promastigotas e amastigotas da L. amazonensis.
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2 - OBJETIVOS

Objetivo Geral

Testar inibidores enzimaticos sintéticos em L. amazonensis.

Objetivos especificos

Avaliar a atividade tdxica dos compostos nas formas promastigotas.

Avaliar a atividade tdxica dos compostos em macrofagos infectados com o
parasita.

Comparar os efeitos do tratamento dos inibidores enziméaticos com o tratamento
utilizando a Anfotericina B (farmaco usado na clinica)

Avaliar a atividade téxica dos compostos em macréfagos
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3 - MATERIAIS E METODOS

Lista de compostos utilizados e procedéncia

ANFOLEIICING B ..ottt Sigma'
GENELICING ..t Sigma

(G =T0 07 PSP P PP UOPRPRRR Sigma
Meio de cultura Earle 199........oo e Nutricell®
S0ro fetal DOVINO ......ooooii e Nutricell

'Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA.

?Nutricell, Campinas, Sao Paulo, Brasil.
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Animais

Fémeas de camundongos isogénicos BALB/c/AnUnib, com idade entre quatro e
seis semanas, SPF (Specific Patogen Free), foram fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacao Biologica — CEMIB/UNICAMP e mantidos no isolador
do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual
de Campinas.

A Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Unicamp aprovou o uso dos

animais e a realizagao desse trabalho (protocolo n. 2641-1).
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Parasitas

L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa) foi transfectada com o gene da “green
fluorescent protein” (GFP), e gentilmente cedida pela Dra. Bartira Rossi-Bergmann da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os amastigotas de L. amazonensis
(MHOM/BR/73/M2269) foram obtidos em camundongos BALB/c/AnUnib previamente
infectados subcutadneamente com cerca de 10’ parasitas no coxim plantar (COSTA et
al., 2011). Os promastigotas de L. amazonensis-GFP foram mantidos em estufa seca a
26°C em meio de cultura Earle 199 suplementado com L-glutamina 0,1g/L, D-glicose
1,0 g/L, NaHCO3 2,2 g/L, penicilina 10.000Ul, e estreptomicina 0,050 g/L e acrescido de
10% de soro fetal bovino (inativado a 56°C durante 1 hora). Os parasitas foram
selecionados periodicamente com o antibidtico geneticina (G418) (Sigma) (COSTA et

al., 2011).

18



Farmaco e Inibidores

Anfotericina B foi diluida em meio de cultura 199, e utilizada na concentragao de
3 UM para o tratamento de culturas de promastigotas e macrofagos peritoneais
infectados com L. amazonensis.

Os compostos sintetizados no Instituto de Quimica da USP de Sao Carlos no
laboratério do Dr. Carlos Montanari, pelo Dr. Josmar Rodrigues da Rocha foram
denominados de ID (Inibidor). Os seguintes IDs foram testados: ID01S, ID02S, ID16,
ID42, ID71, ID71S, ID130S, ID185, ID186, ID 187, 1D188, ID 189, ID190, ID191, ID 192,
ID 193 e ID195. Os compostos foram liofilizados, acondicionados e conduzidos ao
laboratério de Leishmaniose do Depto. de Biologia Animal do IB/Unicamp. No
laboratério de Leishmaniose os compostos foram dissolvidos em DMSO
(dimetilsulféxido, Sigma) (0,15%), diluidos em meio de cultura, filtrados com filtros
Millipore 0,22 pm (quando usados em ensaios com macréfagos) e utilizados

imediatamente.
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No quadro abaixo, os compostos testados com a sua respectiva formula
molecular, massa molecular e alvo enzimatico.

TABELA 2. Inibidores utilizados no parasita L. amazonensis

Formula Massa molecular Alvo Atividade T. cruzi
Composto molecular (g/mol) enzimatico (Tripomastigota) (uM)

015 C13H10N203 242,23 Diidroorotato desidrogenase (T. cruzi) Nd*

025 C13H12N203 244,25 Diidroorotato desidrogenase (T. cruzi) Nd*

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

16 C17H15N3025 325,39 (T. cruzi) 53,4

71 C11H8NZ04 232,19 Diidroorotato desidrogenase (T. cruzi) 19,8

715 C11H8NZ204 232,19 Diidroorotato desidrogenase (T. cruzi) 19,8
130S C11HBN203S 248,26 Diidroorotato desidrogenase (T. cruzi) Nd®

185  C15H18CI2N202. 329,22 Scitalona desidratase (fungos) > 125

Succinato desidrogenase (Complexo 1)
187 C12H13NO25 235,30 {fungos) 42,9

Succinato desidrogenase (Complexo 1)

189 C17H16F3NO2 323,31 (fungos) Nd*
Succinato desidrogenase (Complexo 1)
190 C17H19NO2 269,34 {fungos) 64,1

Succinato desidrogenase (Complexo 1)
191 C12H13NO45 267,30 (fungos) Nd*

C14H?0MN20O5PS
C14H20N305PS

195 C12H10N204 246,21 Diidroorotato desidrogenase (T. eruzi) 32,3 uM

*Nao determinado
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Ensaio de toxicidade dos compostos em culturas de promastigotas de L.
amazonensis

Dez milhdées de promastigotas por poco de placa de 96 pocos foram incubados
em estufa seca a 26°C com os IDs durante 2, 24 ou 48 horas. Como controle positivo foi
utilizado Anfotericina B (3 uM) (AYRES, 2007) e como controle negativo meio de cultura
e DMSO na concentracao final de 0,15% (concentracao final semelhante de DMSO dos
pocos com os compostos IDs). A contagem dos parasitas foi realizada em camara de
Neubauer. Paralelamente, a fluorescéncia dos promastigotas-GFP cultivados e tratados
em microplacas pretas foi medida em espectro-fluorimétro (excitagdo: 485nm, emissao:
528nm) Multi-Dectection Microplate Reader- Synergy HT, Bio-Tek, (USA), (COSTA et

al., 2011).

Ensaio de toxicidade dos compostos em culturas de macréfagos peritoneais
murinos infectadas com amastigotas de L. amazonensis

Os macrofagos peritoneais foram coletados de fémeas de camundongos BALB/c
eutanasiadas e, 0 numero de células do exsudato peritoneal foi contado em camara de
Neubauer, considerando-se que 50-60% das células obtidas sdo macréfagos
(BARBIERI ET AL., 1993; AYRES, 2007). Utilizando-se placas de 24 pocos, contendo
laminulas redondas de 13 mm de diametro previamente esterilizadas, cerca de 5 x 10°
macréfagos foram incubados durante 2 horas a temperatura ambiente. Ap6s a adesao
dos macréfagos nas laminulas o exsudato foi retirado e adicionou-se meio de cultura
199. A cultura foi mantida em estufa incubadora a 37°C, e 5% CO», 21% O, (COLHONE
et al., 2004; ARRAIS-SILVA et al., 2005 b). Apés algumas horas, as culturas celulares

foram infectadas com cerca de 3 amastigotas para cada macréfago (isolados de lesdes
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de camundongos, ver item “parasitas”), e incubadas durante 1 hora em estufa umida
com 5% CO,, 21% O, a 37°C. Apds este periodo o meio de cultura foi retirado e
adicionou-se meio de cultura fresco e os compostos a serem testados. As culturas
foram mantidas durante mais 24 horas em estufa umida com 5% CO», 21% O, a 37°C.
Para a avaliacao do numero de células, de parasitas e a porcentagem de infecgao, as
laminulas com os macrofagos aderidos e infectados foram fixadas em metanol (10 min.)
e coradas com Giemsa (10 min.) (GIORGIO & BARAO, 1998) e avaliados em

microscépio optico.

Ensaio de toxicidade dos compostos em macréfagos peritoneais murinos

Os macréfagos peritoneais foram obtidos das fémeas de camundongos BALB/c
foram isolados e cultivados como no item “Ensaio de toxicidade dos compostos em
amastigotas de L. amazonensis infectando macrofagos peritoneais murinos.”
Entretanto, as culturas celulares ndo foram infectadas, mas apenas tratadas com os
compostos IDs durante 24 horas em estufa Umida com 5% CO,, 21% O, a 37°C. As
laminulas com os macrofagos foram fixadas em metanol (10 min.) e coradas com
Giemsa (10 min.) (GIORGIO & BARAO, 1998). Cerca de 20 campos de cada laminula

foram contados e avaliados em microscopio 6ptico.
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Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o software Statistica® versdo 6.0. A analise
de variancia (ANOVA) de duas vias e o teste de Tukey para comparagdes multiplas. Os
valores foram considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p era menor

ou igual a 0,05.
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4 - RESULTADOS

Nesse trabalho foi utilizada a L. amazonensis transfectada com o gene da GFP.
Esse parasita é semelhante ao parasita ndo transfectado em relacdo a morfologia,
infectividade, capacidade proliferativa e de diferenciacdo (COSTA et al., 2011), e foi
usado nos ensaios, porque a quantificacdo de sua fluorescéncia pode confirmar os
resultados de contagens de numero de parasitas, realizadas em microscopio optico. De
fato, a diminuicdo do numero de parasitas, observada em pogos tratados com o
farmaco anti-Leishmania, Anfotericina B, correlaciona-se positivamente com a
diminuicdo da fluorescéncia dos parasitas tratados, detectada no espectro-fluorimétro
(Figura 3). A concentracdo de 2,8 ug/mL de Anfotericina B (3 puM) foi utilizada nos
experimentos seguintes.

Os 17 compostos IDs foram testados quanto a capacidade de matar
promastigotas e impedir seu crescimento (Figuras 4 a 20). Os compostos foram
introduzidos no meio de cultura com promastigotas e depois dos tempos assinalados
nas figuras, foi contabilizado o numero de parasitas. A observagdo dos parasitas,
imediatamente depois do tratamento com os IDs, ndo indicou mudancas morfolégicas
(dado n&do mostrado) e alteracdo no numero de promastigotas. Os tempos de cultura de
2, 24 e/ou 48 horas foram entdo escolhidos para os ensaios, pois permitiram a analise
do possivel efeito dos IDs na viabilidade e na capacidade proliferativa dos
promastigotas. Em todos os ensaios os promastigotas foram também tratados com o
solvente utilizado para dissolver os IDs, DMSO, na concentracao final de 0,15%. Os

resultados mostraram que essa concentracdo de DMSO nao € tdxica para os parasitas
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nem impede seu crescimento, quando as culturas de promastigotas sao avaliadas as 2,
24 e 48 horas de incubacéo.

Os resultados demonstraram que varios dos compostos testados nao tém acao
toxica em promastigotas. Os tratamentos com IDs: 01S, 02S, 16, 42, 71, 185, 186, 187,
188, 189, 190, 191, 192 e 193 com concentra¢des que variaram entre 25 e 200 yM nao
alteraram o numero de parasitas, apds os tempos de 2, 24 e 48 horas. Em todos os
ensaios os parasitas mantiveram-se viaveis e méveis, e com capacidade proliferativa.
Por exemplo, na figura 5A pode-se observar que o numero de parasitas tratados com
diferentes concentracdes de ID 02S é semelhante ao numero de parasitas ndo tratados
(0,15% DMSO) tanto as 24 horas quanto as 48 horas de cultivo. Anfotericina B, foi
toxico para os parasitas, as 24 horas: 0,3x10’ promastigotas/ml versus 4,1X107/mL
promastigotas sem tratamento e as 48 horas: 1,0X10” promastigotas/ml versus 4,4X10’
promastigotas/ml. Os resultados de deteccdo de fluorescéncia dos parasitas L.
amazonensis-GFP confirmam os dados obtidos pelas contagens em microscépio dptico,
isto é, fluorescéncia semelhante foi detectada em promastigotas tratados e nao tratados
com ID 02S e fluorescéncia reduzida em culturas de promastigotas tratados com
Anfotericina B (Figura 5B). Resultados semelhantes foram observados com ID 71, isto
é, 0s parasitas nao morreram em contato com o composto e foram capazes de proliferar
durante 48 horas (sem tratamento 2 horas: 1,2x10” promastigotas/ml, 24 horas: 3,6x10’
promastigotas/ml e 48 horas 4,2x10” promastigotas/ml e tratados com ID 71 100 pyM 2
horas: 1,2x10” promastigotas/ml, 24 horas: 3,65x10” promastigotas/ml e 48 horas
4,1x10” promastigotas/ml (Figura 8). Os parasitas cresceram cerca de 120% tanto em

culturas tratadas com DMSO 0,15% como tratadas com ID 71.
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Interpretagdes semelhantes, isto €, nenhuma toxicidade e inibigdo da proliferagéo
dos promastigotas, podem ser feitas para os resultados dos ensaios com os IDs 01S,
16, 42, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192 e 193 (Figuras 4, 6,7, 8, 11 a 19).

Uma alternativa utilizada para avaliar os dados aqui apresentados, s&o graficos
dos perfis de numero médio de promastigotas/ml ao longo do tempo, para cada
tratamento com os compostos. Como pode ser observado na Figura 21, ndo ha
evidéncias de qualquer efeito dos tratamentos, quando levamos em consideragdo os
diferentes tempos de cultivo com os compostos. Dados semelhantes foram observados
para os IDs 01S, 02S, 16, 42, 71, 130, 185, 187 e 190.

E possivel concluir que os compostos citados acima néo foram téxicos para os
promastigotas de L. amazonensis-GFP.

Os ensaios com promastigotas e trés dos inibidores da enzima Diidroorotato
desidrogenase de T. cruzi mostraram resultados positivos e com padrao de curva dose-
resposta, apesar de estatisticamente somente dois deles mostrarem resultados
significativos (ID 71S e ID 130S). O composto ID 71S (Figura 9) reduziu o nimero de
parasitas em 25 a 30% (25 pM, 50 uM e 100 uM) as 24hs de tratamento. E essa
toxicidade se manteve as 48hs; 25 yM, 50 uM e 100 yM de ID 71S reduziram o numero
de parasitas em 15%, 20% e 40%, respectivamente (Figura 9). O composto ID 130S
(Figura 10) foi toxico, e reduziu o numero de promastigotas em 24%, com 25 yM, 40%
(50 uM) e 42% (100 uM) apds 24hs de tratamento. O numero de parasitas continuou a
diminuir as 48h de tratamento, 30%, 28% e 36% com 25 pM, 50 uM e 100 uM,
respectivamente (Figura 10). O composto ID 195 (Figura 20) também apresentou
tendéncia a apresentar atividade toxica, reduzindo o numero de parasitas em torno de

40% (25 uM e 50 uM) e em 60% com 100 uM, apds 24hs. Com 48hs de tratamento, a
26



reducdo do numero de parasitas foi de 34%, 50% e 84% com 25, 50 pM e 100 uM,
respectivamente, indicando que o composto € toxico e 0s parasitas que nao morreram
tem dificuldade em proliferar (Figura 20). Nesses ensaios, os resultados obtidos no
espectro-fluorimetro com os parasitas correlacionam-se com aqueles resultados de
contagens de promastigotas, isto é, observa-se diminuicdo da fluorescéncia nos
parasitas tratados com ID 195, comparando-se a parasitas tratados com DMSO (Figura
20) E nesses ensaios, como nos anteriores, o tratamento com Anfotericina B, reduziu
em cerca de 60% - 70% os promastigotas das culturas apds 24hs e 48hs (Figura 20)
Apés a avaliagdo dos efeitos dos compostos em promastigotas, e a selecao de
IDs, estes foram testados em culturas de macrofagos infectados com L. amazonensis.
Nesses ensaios a capacidade citotoxica, de entrar em células de mamifero e agir sobre
amastigotas foram avaliadas. Primeiramente, foram observados o0s aspectos
morfolégicos, distribuicdo e numero dos macréfagos em culturas tratadas com os
compostos. Os resultados mostrados na figura 22 foram obtidos da contagem das
células em 20 campos (aumento 1000X); quando as culturas nao foram tratadas ou
foram incubadas com DMSO (0.05%) cerca de 60-80 células foram contadas. Quando
as culturas foram incubadas com ID 130 nas concentracdes de 450, 225 e 112 uM o
nuamero de células em 20 campos foi de 0, 13 e 9, respectivamente, indicando que o
composto foi bastante tdéxico para os macrofagos. Resultados semelhantes foram
obtidos para ID 71S, nas dosagens de 450, 225, e 112 uM a média foi de 1, 10,3 e 15
células encontradas em 20 campos analisados, respectivamente. Estes dados
confirmaram as observacdes das culturas em microscopio invertido (dados nao
mostrados) que indicavam culturas tratadas com menos células e com “debris”. E

interessante notar que em culturas de macréfagos tratadas com Anfotericina B, também
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se observa um numero menor de células em 20 campos quando comparado com 0
controle e DMSO (Figura 22). Quando avaliamos a percentagem de infeccdo e o
numero de amastigotas intracelulares, os dados indicam que culturas sem tratamento
ou tratadas com DMSO tém cerca de 70% de macréfagos infectados e 5 a 6
amastigotas por macréfago (Figura 23). O composto ID 130S reduziu a infec¢ao dessas
culturas, mas foi téxica para os macréfagos. Entretanto, parte reduzida daqueles que
continuavam vivos (cerca de 10%) estavam infectados, indicando que o composto
penetrou nos macrofagos matando varias células, mas que muitas delas que
continuaram vivas, estavam com menor numero de amastigotas (Figura 23, ID 130 225
MM.) Em relagdo aos efeitos de ID 71S, os resultados ndo indicaram reducdo da
infeccdo em nenhuma das doses testadas, apesar da toxicidade para os macrofagos.
(Figura 23). O composto ID 195 foi tdéxico para os macrofagos nas concentragcdes mais
altas (450, 225 e 112 uM) (Figura 24). Em outro experimento demonstrou-se que em
concentracdes menores (56, 28 e 14 uM) o ID 195 nao foi tdéxico para macréfagos, mas
também n&o reduziu o niumero de amastigotas no interior dos macréfagos (Figura 25 A

e B. Figura 26).
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Figura 3. Efeito da Anfotericina B em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(5X10* pogo) tratados com Anfotericina B com diferentes concentracdes durante os
tempos assinalados foram contados em microscépio Optico. (B) A fluorescéncia de
parasitas (10”/poco) tratados durante 24 horas, foi avaliada em espectro-fluorimetro.
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Tratamento ID 01S
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Figura 4. Efeito do composto ID 01S em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10”/poco) tratados com DMSO 0,15% (0 uM ) ou o composto em diferentes concentragdes
durante os tempos assinalados foram contados em microscépio éptico.
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Figura 5. Efeito do composto ID 02S em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(10”/poco) tratados com o DMSO 0,15% (0 uyM) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscépio 6ptico. (B)
A fluorescéncia dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro. Anfotericina B
3 UM durante 24 horas (triangulo vermelho) e 48 horas (triangulo azul).
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Tratamento ID 16
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Figura 6. Efeito do composto ID 16 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10’/poco) tratados com DMSO 0,15% (0 uM ) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscopio optico.
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Figura 7. Efeito do composto ID 42 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(10”/poco) tratados com DMSO 0,15 (0 uM ) ou o composto em diferentes concentracdes
durante os tempos assinalados foram contados em microscopio 6ptico. (B) A fluorescéncia
dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro. Anfotericina B 3 uM durante 24
horas (triangulo vermelho) e 48 horas (triangulo azul).
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Figura 8. Efeito do composto ID 71 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10’/poco) tratados com DMSO 0,15 % (0 uM) ou o composto em diferentes
concentragbes durante os tempos assinalados foram contados em microscopio 6ptico.
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Tratamento ID 71S
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Figura 9. Efeito do composto ID 71S em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10’/poco) tratados com DMSO 0,15 % (0 uM) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscopio optico.

e Tukey: p < 0,05.
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Tratamento ID 130S
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Figura 10. Efeito do composto ID 130S em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10’/poco) tratados com DMSO 0,15 % (0 uM) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscépio optico.

e Tukey: p < 0,05.
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Figura 11. Efeito do composto ID 185 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10”/poco) tratados com DMSO 0,15 % (0 pM ) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscépio Optico.
Anfotericina B 3 uM durante 24 horas (triangulo vermelho) e 48 horas (tridngulo azul).

37



Tratamento ID 186
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Figura 12. Efeito do composto ID 186 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10”/poco) tratados com DMSO 0,15 % (0 pM) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscopio Optico.
Anfotericina B 3 uM durante 2 horas (tridngulo vermelho) e 24 horas (tridngulo azul).
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Figura 13. Efeito do composto ID 187 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(107/pogo) tratados com DMSO 0,15 % (0 pM ) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscépio 6ptico. (B)
A fluorescéncia dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro. Anfotericina B
3uM durante 2 horas (tridngulo vermelho) e 24 horas (tridangulo azul).
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Figura 14. Efeito do composto ID 188 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(10”/poco) tratados com DMSO 0,15 % ( 0 uM ) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscopio optico. (B)
A fluorescéncia dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro. Anfotericina B
3 uM durante 2 horas (tridngulo vermelho) e 48 horas (triangulo azul).
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Tratamento ID 189
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Figura 15. Efeito do composto ID 189 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10’/poco) tratados com DMSO 0,15 % (0 uM ) ou o composto em diferentes
concentragbes durante os tempos assinalados foram contados em microscopio optico.
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Figura 16. Efeito do composto ID 190 em promastigotas de L. amazonensis. (A)
Parasitas (10"/pogo) tratados com DMSO 0,15 % (0 uM) ou o composto em diferentes
concentragdes durante os tempos assinalados foram contados em microscépio éptico.
(B) A fluorescéncia dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro.
Anfotericina B 3 uM durante 2 horas (triangulo vermelho) e 24 horas (triangulo azul).
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Tratamento ID 191
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Figura 17. Efeito do composto ID 191 em promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(107/pogo) tratados com DMSO 0,15 % (0 puM) ou o composto em diferentes
concentragbes durante os tempos assinalados foram contados em microscopio Optico.
Anfotericina B 3 uM durante 2 horas (triangulo vermelho) e 24 horas (tridangulo azul).
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Tratamento ID 192
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Figura 18. Efeito do composto ID 192 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(107/poco) tratados com DMSO 0,15% (0 uM) ou o composto em diferentes concentracdes
durante os tempos assinalados foram contados em microscopio optico. (B) A fluorescéncia
dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro. Anfotericina B 3 uM durante 2
horas (triangulo vermelho) e 24 horas (triangulo azul).

44



Tratamento ID 193
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Figura 19. Efeito do composto ID 193 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(10”/poco) tratados com o composto em diferentes concentragdes durante os tempos
assinalados foram contados em microscopio Optico. (B) A fluorescéncia dos parasitas
tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro. Anfotericina B 3 uM durante 2 horas
(triangulo vermelho) e 24 horas (triangulo azul).
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Figura 20. Efeito do composto ID 195 em promastigotas de L. amazonensis. (A) Parasitas
(107/poco) tratados com DMSO 0,15 % (0 uM) ou o composto em diferentes concentracdes
durante os tempos assinalados foram contados em microscépio optico. (B) A fluorescéncia
dos parasitas tratados foi avaliada em espectro-fluorimetro. Anfotericina B 3 uM durante 2
horas (triangulo vermelho) e 24 horas (triangulo azul).
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Figura 21. Graficos de perfis de numeros de promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
(10”/poco) ndo tratados ou tratados com os IDs assinalados durante 0, 2 e 24 horas. Os
dados sdo semelhantes aos mostrados nas figuras 12 a 19. DMSO 0,15% (azul), 50 uM
(preto), 100 uM (vermelho), 200 uM (verde), Anfotericina B 3 uM (rosa).
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Figura 22. Efeito dos compostos em macréfagos peritoneais murinos infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Cerca de 5 x 10° macrofagos por laminula foram
infectados com amastigotas e tratados com: 1-meio, 2-DMSO 0,15%, 3-ID 130 450 pM,
4-ID 130 225 pM, 5-ID 130 112 uM, 6-ID 71 450 pyM, 7-ID 71S 225 uM, 8-ID 71S 112
MM, 9-Anfoterina B durante 24 horas. O numero de macréfagos (infectados ou nao)
foram contados em 20 campos.
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Figura 23. Efeito dos compostos em macrofagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L.
amazonensis. Cerca de 5 x 10° macrofagos por laminula foram infectados com amastigotas e tratados
com: 1-meio, 2-DMSO 0,15%, 3- ID 71S 225 uM, 4-ID 71S 112 pyM, 5- ID 130S 225 yM, 6-I1D 130S 112
uM, 7-Anfoterina B, durante 24 horas. A % de macréfagos infectados (A) e amastigotas intracelulares (B)
foram analisados em laminulas coradas com Giemsa.
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Figura 24. Efeito do composto em macréfagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L.
amazonensis. Cerca de 5 x 10° macrofagos por laminula foram infectados com amastigotas e tratados
com: 1-DMSO 0,15%, 2- ID 195 450 uM 3-ID 195 225 uM, 4-ID 195 112 pM, durante 24 horas. A % de
macro6fagos infectados (A) e amastigotas intracelulares (B) foram analisados em laminulas coradas com
Giemsa.
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Figura 25. Efeito do composto em macréfagos peritoneais murinos infectados com amastigotas de L.
amazonensis. Cerca de 5 x 10° macrofagos por laminula foram infectados com amastigotas e tratados
com: 1-DMSO 0,15%, 2- ID 195 56 uM 3-ID 195 28 pM, 4-ID 195 14 pM, durante 24 horas. A % de
macrdéfagos infectados (A) e amastigotas intracelulares (B) foram analisados em laminulas coradas com
Giemsa.
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Figura 26. Efeito dos compostos em macréfagos peritoneais murinos infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Cerca de 5 x 10° macrofagos por laminula foram
infectados com amastigotas e tratados com: 1-DMSO 0,15%, 2-ID 195 56 uM, 3-ID 195
28 uM, 4-1D 195 14 pM. O numero de macrofagos (infectados ou ndo) foram contados

em 20 campos
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5 - DISCUSSAO

O principal objetivo deste trabalho foi testar compostos sintéticos de enzima do
metabolismo no parasita L. amazonensis. Esses compostos s&o inibidores de enzimas,
importantes no metabolismo de células eucariotas, e foram desenhados e
desenvolvidos com métodos e ferramentas da Quimica Medicinal e Informatica e
sintetizado com base na analise das estruturas das enzimas e seus ligantes (ROCHA,
2010; PINHEIRO, 2012).

Os compostos sintéticos usados nesse trabalho inibem varias enzimas
envolvidas no metabolismo, a saber: os IDS 187, 189, 190 e 191, inibem a enzima do
complexo Il da cadeia respiratoria de Saccharomyces. O ID42 inibe a enzima cruzaina
gue é uma cisteina proteinase especifica de T. cruzi. ID 188 inibe adenosina-deaminase
de Saccharomyces. Os IDs 01S, 71, 71S, 130S e 195 inibem a diidroorotato
desidrogenase, e ID 16 inibe a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase do T.
cruzi. A ligagéo desses inibidores com as enzimas do complexo Il da cadeia respiratéria
e adenosina-deaminase de Leishmania ndo foram estudadas. Mas esses inibidores das
enzimas gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e diidroorotato desidrogenase, tem
afinidades (Ki) pelas enzimas do T. cruzi em concentrac¢des inferiores a 80 uM, e séo
caracterizados pelo baixo peso molecular; motivo pelo qual avaliamos doses entre 25 e
200 uM, pois nessa faixa de concentragao devera ocorrer ligacao do inibidor (ID) com a
enzima. Os inibidores da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase do T. cruzi foram
inativos contra a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase humana, em
concentragcdes variando entre 100 e 500 uM, sugerindo que esses inibidores devem ter

acao especifica nos parasitas (ROCHA, 2010).
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Considerando-se a similaridade nas sequéncias de aminoacidos das enzimas
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e diidroorotato desidrogenase de T. cruzi e
Leishmania, e a importancia também das outras enzimas do metabolismo para a
sobrevivéncia de células eucariotas, é relevante testar os inibidores nos parasitas
(CHELESKI et al., 2011). Os dados aqui mostrados indicam que do total de 17
compostos testados, 14 ndo apresentaram efeito em promastigotas de L. amazonensis.
Nao ha dados na literatura com esses inibidores sintéticos de enzimas, em cultura de
células, para a comparagcdo com os resultados. Mas alguns compostos com agéo
comprovada, por exemplo, na enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, alguns
complexos de ruténio, mostraram efeito toxico em formas tripomastigotas do T. cruzi,
apos 24 horas de tratamento (SILVA et al., 2010). PINHEIRO e colaboradores também
indica efeito leishmanicida de alguns inibidores da diidroorotato desidrogenase, mas
ndao foram os inibidores utilizados em nosso trabalho (PINHEIRO et al.,, 2012). Os
outros compostos nunca foram testados com o parasita.

Os compostos IDs foram dissolvidos em solvente DMSO, e esse nao foi toxico
para os parasitas na concentragao final de 0,15%, como ja mostrado na literatura. Lima
e colaboradores demonstraram que DMSO 0.1% nao afetava culturas de promastigotas
e amastigotas extracelulares de L. amazonensis (LIMA et al., 2009). Os testes para
avaliar os IDs foram escolhidos porque possibilitam responder duas questdes sobre os
compostos a serem testados: IDs matam promastigotas? IDs impedem a proliferacao
dessa forma do parasita? Com essas respostas, é possivel a selecado dos compostos
para ensaios com amastigotas intracelulares. A contagem juntamente com outro dado
quantitativo sdo sugeridos para esse tipo de analise (BERMAN, 1997; LIMA et al.,

2009). Nesse trabalho utilizamos a L. amazonensis transfectada com o gene da GFP,
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parasita semelhante ao ndo transfectado, em relacdo a morfologia, infectividade,
capacidade proliferativa e de diferenciacdo (COSTA et al.,, 2011). Esse parasita
possibilita a detec¢ao da fluorescéncia, isto €, promastigotas integros sao fluorescentes,
enquanto que os pogos de placas de culturas com parasitas morrendo ou, em menor
namero, tem fluorescéncia reduzida. Os dados mostrados na figura 3 confirmam essa
observacdo e também os resultados de COSTA e colaboradores (2011). Assim, os
ensaios usados neste trabalho ddo indicagcao segura da acdo dos compostos. Enquanto
a toxicidade néo foi observada em 14 IDs, a atividade leishmaniostatica, isto €, a
capacidade de inibir a proliferagéo, também nao foi detectada. Considerando-se que ha
compostos ou intervengdes que ndao matam microorganismos, mas impedem seu
crescimento, avaliamos essa possibilidade. Por exemplo, GRANT e colaboradores
mostraram que inibidores da quinase dependente da ciclina CRKS3 inibem a proliferagéo
de promastigotas de L. mexicana, causando alteragdo no conteido de DNA e o
aparecimento de formas aberrantes nas culturas (GRANT et al., 2004. ARRAIS-SILVA
2005 a) e colaboradores demonstraram que exposicdo de promastigotas de L.
amazonensis a oxigenacado hiperbarica, dependendo do tempo, pode alterar a
capacidade proliferativa dos parasitas.

As explicagbes para os resultados negativos com 14 dos IDs testados, em
diferentes tempos, podem ser varias. Alguns dos compostos, tais como o ID 42 é
inibidor da enzima cruzaina, expressa exclusivamente em T. cruzi, € assim nao era
esperada acdo em Leishmania, que nao tem a enzima. Inibidores de enzimas
envolvidas no metabolismo, mas com ligacdo nas moléculas de Saccharomyces
poderiam ter algum efeito em Leishmania, que expressam também essas enzimas, mas

com homologia ndo conhecida. Entretanto, os IDs n&o tiveram efeito, ou devido a néao
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similaridade quimica das enzimas de fungo e Leishmania, ou devido a incapacidade de
alguns dos compostos de penetrarem na membrana do promastigota ou da organela
que contém as enzimas. Os tempos selecionados, 2, 24 e 48 horas de tratamento,
possibilitaram a analise de um possivel efeito tardio nos parasitas. Alternativamente,
pode-se sugerir que os compostos néo foram téxicos porque o metabolismo da glicdlise,
em fungo, Leishmania e T. cruzi, podem ser diferentes tanto na cinética enzimatica
como na estrutura quimica das varias enzimas, por exemplo; e esses inibidores nao
seriam tao efetivos em se ligar as enzimas dos promastigotas. Alternativamente pode-
se considerar que, pelo fato desses compostos serem relativamente instaveis em pH
acima de 7.0, (ROCHA, comunicacao pessoal) sua atividade em culturas celulares com
algumas mudancas no pH durante os dias de ensaio, possa ter contribuido para os
resultados negativos de muitos IDs.

Os compostos que apresentaram efeito toxico nos promastigotas foram IDs 71S,
130S e 195, apesar da analise estatistica mostrar que somente os resultados referentes
a ID 71S e ID 130S séao significativos. Esses compostos sdo inibidores sintéticos da
diidroorotato desidrogenase, enzima que tem peso molecular de aproximadamente 28
kDa, e pode ser citosoélica ou localizada nas mitocondrias. Esses resultados, mostrando
efeito téxico em promastigotas, eram inferidos, considerando-se que a enzima
diidroorotato desidrogenase de tripanosomatideos é uma proteina conservada em
Leishmania em termos de estrutura e fungdo e assumindo caracteristicas similares em
termos de maquinario metabdlico. Os IDs 01S, 71 também sao inibidores diidroorotato
desidrogenase, mas nao apresentaram efeitos toxicos; pode-se sugerir que nao foram
competentes em penetrar na célula ou ndo se ligaram efetivamente com a enzima in

Vivo.
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Em relagdo ao efeito toxico dos IDs 71S, 130S e 195, observa-se um padrao
dose-resposta; assim como o efeito do tempo nos tratamentos. O composto ID 71S foi
toxico apds 24 horas de tratamento, mantendo-se assim as 48 horas de cultura (Figura
9), o ID 130S foi efetivo as 24 horas e o niumero de promastigotas foi reduzido também
as 48 horas, sugerindo que além de matar os parasitas, os promastigotas sobreviventes
nao proliferaram com doses de 100 uyM (Figura 10). O ID 195 (50 e 100 uM) foi tdxico
para os promastigotas as 24 horas de cultura e também teve efeito anti-proliferativo nos
parasitas sobreviventes (Figura 20).

Apdbs a selecao dos compostos tdxicos para promastigotas, foram realizados
ensaios com macréfagos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Nesses
experimentos o objetivo era avaliar a capacidade de penetracdo dos compostos nos
macréfagos e nos vacuolos parasitéforos onde estdo localizados os amastigotas. Esse
modelo in vitro, é amplamente utilizado para analise de farmacos, atividade de
citocinas, e ativadores de macrofagos (BERMAN, 1997, AYRES et al., 2008). Os dados
mostraram que os compostos ID 130S e ID 71S reduziram a infec¢do das culturas de
macréfagos, isto é, menos % de células infectadas foram contadas. Entretanto, os
compostos foram téxicos para os macrofagos; resultados semelhantes foram obtidos
com ID 195. A explicacdo para esses resultados devem estar relacionadas a ligagao
efetiva desses inibidores da enzima diidroorotato desidrogenase do macréfago de
camundongo, que esta localizada no citoplasma e nas mitocdndrias da célula, e assim,
talvez mais acessivel que a enzima do amastigota que esta dentro do vacuolo
parasitoforo. O ID 195 nao foi tdxico para macrofagos e amastigotas em concentracdes
menores (56, 28, 14 uM), sugerindo que esse inibidor em baixas concentragcdes nao

penetra nas células. Vale salientar que Anfoterina B, farmaco usado no tratamento da
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leishmaniose, apesar de reduzir a carga parasitaria da cultura de macrofagos, também
foi toxica para as células, apesar de em menor grau quando se compara com os IDs,
esses dados foram observados também por outros pesquisadores (AYRES et al.,
2008). Mais estudos serdo necessdarios para a sintese de novos inibidores que nao

apresentem efeitos toxicos nas células hospedeiras da Leishmania.
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6 — CONCLUSOES

Os inibidores da Diidroorotato desidrogenase (T. cruzi), ID71S, ID130S e ID195,
tiveram atividade leishmanicida em formas promastigotas.

Em formas amastigotas os inibidores ID 71S e 130S reduziram a porcentagem
de macrofagos infectados nas concentragdes de 225 pM.

Em concentragdes mais altas estes compostos (ID 71S, 130S e 195) foram
toxicos para os macréfagos, mas modificacbes quimicas poderiam diminuir esta
toxicidade dos inibidores.

Estudos com inibidores de enzimas ligadas ao metabolismo, assim como, testes
com distintas formas do parasita (amastigota e promastigota) constituem ferramentas

promissoras no tratamento da leishmaniose.
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