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RESUMO

No presente trabalho transfectamos uma cepa de Leishmania
amazonensis com um plasmideo contendo o gene da B-galactosidase,
visando estabelecer um ensaio colorimétrico para triagem de compostos
ativos contra amastigotas intracelulares de leishmania. A transfeccdo
ndo alterou o crescimento de promastigotas em cultura, a infectividade
de células THP-1 e de camundongos Balb/c. A atividade da enzima foi
diretamente proporcional ao ndmero de parasitos. A inibicdo do
crescimento dos parasitos intracelulares pelo farmaco de referéncia
Anfotericina B, determinada tanto pelo método colorimétrico quanto por
contagem microscopica dos parasitos, produziu resultados semelhantes,
validando o ensaio. O teste colorimétrico também foi aplicado com
sucesso para avaliar a atividade de uma classe de moléculas analogas e
derivadas do &cido gélico. O estudo da correlacdo estrutura atividade
mostrou que estas moléculas possuem uma atividade leishmanicida
pouco seletiva. Algumas melhorias como a transfecgdo integrativa e
estavel, bem como padronizacdo deste método com outras espécies de
Leishmania ainda sdo desejaveis. Contudo, o ensaio com L.
amazonensis expressando [-galactosidase foi robusto, sensivel,
reprodutivel e rapido na avaliagdo da atividade leishmanicida de
COMpOStos.

Palavras chave: Leishmaniose. Leishmania amazonensis. Beta-
galactosidase. Quimioterapia. Colorimétrico.






ABSTRACT

In the present work we transfected a strain of Leishmania amazonensis
with a plasmid containing the gene of the [B-galactosidase enzyme,
aiming the standardization of a colorimetric assay for screening of
compounds active against intracelular amastigotes of leishmania.
Transfection did not alter promastigote growth in culture and infectivity
on THP-1 cells and Balb/c mice. The activity of the enzyme was directly
proportional to the number of parasites. Inhibition of intracelular
parasite growth by the reference drug Amphotericin B, assessed either
by both colorimetric and microscopic counting methods yielded similar
results, thus validating the assay. The colorimetric method was also
successfuly applied to assess the activity of a class of analogues and
derivatives of the gallic acid. A structure-activity relationship study,
showed that such molecules possess leishmanicidal activity, but with
low selectivity. Despite the fact that future improvements to the method
are desirable, such as integrative ans stable transfection, as well as the
standardization of this method with other species of Leishmania, the
assay with L. amazonensis expressing B-galactosidase was robust,
sensitive, reproductible and fast for evaluation of the antileishmanial
activity of compounds.

Key words: Leishmaniasis. Leishmania amazonensis. Beta-
galactosidase. Chemoterapy. Colorimetric.
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INTRODUCAO

As Leishmanioses constituem um grupo de doengas clinicamente
diversas causadas por protozoarios do género Leishmania spp.
transmitidas entre hospedeiros vertebrados através da picada de insetos
fémea de flebotomineos (mosquito palha). A doenca esta presente em
mais de 98 paises ou territdrios em areas tropicais e subtropicais, onde
estima-se em 12 milhdes o nimero de pessoas infectadas e em 350
milhGes, 0 numero de individuos que vivem em areas com risco de
contégio. Contudo, a migracdo e mobilidade crescente de individuos de
areas afetadas, bem como mudangas climaticas globais contribuem para
a expansao e urbanizacdo da doenca (WHO, 2010).

A maioria das comunidades acometidas pela leishmaniose sdo
economicamente carentes e marginalizadas, o que acarretou um descaso
historico da indUstria farmacéutica em buscar opg¢bes quimioterapicas
para o seu tratamento. Nos anos recentes surgiu um interesse renovado
pelas chamadas doencas negligenciadas (malaria, tuberculose, diarréias,
tripanosomoses, leishmanioses, etc) que causam cerca de 35.000 6bitos
diarios e elevada morbidade (COHEN; DIBNER; WILSON, 2010). Isto
é traduzido na forma de parcerias publico-privadas para fomento da
pesquisa e inovacdo nestas areas (DAVIS; MURRAY; HANDMAN.,
2004; NWAKA, et al., 2009; CHATELAIN; IOSET, 2011).

Entretanto, o financiamento ndo foi suficiente para garantir
terapias inovadoras. Conforme um relatério conjunto do Médecins Sans
Frontieres e do Drugs for Neglected Diseases Initiative, o ritmo de
aprovacdo de compostos ou novas entidades quimicas para tratamento
destas doencas na Ultima década foi praticamente 0 mesmo das duas
décadas antecedentes. H4 uma lacuna a ser preenchida entre a pesquisa
béasica em doencas negligenciadas, que vem recebendo mais atencéo, e a
inovacao requerida para trazer beneficios deste novo conhecimento para
as populagdes que dela necessitam na forma de novas e melhores
alternativas terapéuticas (TROUILLER, et al., 2002; WILLYARD,
2013)

O tratamento atual das leishmanioses esta baseado no uso ja
centenario dos antimoniais, cuja eficacia é limitada e os efeitos adversos
ao paciente sdo amplos e variados. Alternativas como a anfotericina B e
a miltefosina também estdo disponiveis, mas cada uma apresenta sérias
desvantagens como o alto custo, a forma de administragdo desfavoravel
(injetavel), a toxicidade ou a possibilidade de inducdo de resisténcia. Em
face do limitado arsenal terapéutico atual, da complexidade
epidemiolGgica da doenca e a auséncia de uma vacina eficaz, a busca de



novas moléculas ativas contra a parasitose é imperativa e urgente
(DAVIS; MURRAY; HANDMAN., 2004; MURRAY, et al., 2005).

A identificagdo de moléculas lider é um reconhecido gargalo na
geracdo de farmacos inovadores no combate a doengas negligenciadas
(NWAKA, et al., 2009). No tocante as leishmanioses, os esforgos para
este fim baseiam-se majoritariamente na selecdo de compostos capazes
de inibir o crescimento/multiplicacdo do patégeno in vitro. A triagem de
compostos em larga escala requer testes de féacil execucdo,
reprodutiveis, facilmente quantificaveis e que reflitam as condicdes
encontradas pelo parasito na célula hospedeira (SERENO, et al., 2007).

Embora a forma promastigota do parasito seja de féacil
manipulacéo in vitro, a validade dos resultados ¢ limitada em virtude da
pouca relevancia clinica desta forma em relacdo aos amastigotas
intracelulares no contexto da doenca humana. As diferengas bioquimicas
entre promastigotas e amastigotas, bem como a auséncia do ambiente
intracelular natural encontrado in vivo pelo parasito sdo entraves
importantes desta abordagem (MONTE-ALEGRE; OQUAISSI;
SERENO, 2006).

Por sua vez, 0 emprego da forma amastigota de Leishmania spp.
como modelo para triagem em larga escala é demorado, trabalhoso e
caro (FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO, 2004).

Desta forma, uma metodologia que viabilize a avaliagdo de novos
compostos focando no estagio de amastigota intracelular de um modo
simples, rapido, reprodutivel e economicamente vidvel é uma grande
contribuicdo que abre novas avenidas no campo da triagem e estudo de
compostos para a enfermidade.

A introducdo de genes reporter foi empregada na busca de
agentes ativos contra microrganismos intracelulares como o
Mycobacterium tuberculosis, Trypanosoma cruzi e Toxoplasma gondii
(FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO, 2004). Embora diversas
espécies de Leishmania tenham sido transfectadas com genes reporter,
poucos deles, parecem promissores para testes de atividade de
compostos. Dentre esses, destacam-se 0s que sao repdrteres cataliticos, a
exemplo da B-galactosidase, p-Lactamase e Luciferase, visto que séo
mais sensiveis do que aqueles baseados em outros principios, como a
fluorescéncia gerada pela proteina verde fluorescente (DUBE; GUPTA,;
SINGH, 2009).

Neste contexto, consideramos que a obtencdo de parasitos
geneticamente modificados para expressar a enzima B-galactosidase e
seu emprego para teste de atividade de compostos possui grande
relevancia farmacéutica e biotecnoldgica para a prospeccdo de novas
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moléculas leishmanicidas. A validagdo da metodologia foi realizada
utilizando o farmaco anfotericina B e uma série de moléculas analogas
ou derivadas do &cido gélico, cuja atividade contra T. cruzi, um outro
tripanosomatideo, foi previamente estabelecida em nosso laboratdrio
(ALBINO, 2005.; EGER, 2010).
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1REVISAO DE LITERATURA
1.1 LEISHMANIOSES
1.1.1 Historico

As leishmanioses sdo um grupo heterogéneo de sindromes
clinicas causadas por protozoarios do género Leishmania spp.
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) transmitidos por insetos fémea de
flebotomineos (Diptera: Psychodidae). O principal determinante da
forma da doenca é a espécie do parasito, embora as caracteristicas do
hospedeiro e do vetor também sejam importantes. As formas clinicas
mais comuns sdo trés: Leishmaniose Cutanea (LC), Muco-Cutanea
(LMC) e \Visceral (LV) (HERWALDT, 1999; ANTINORI;
SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012).

Registros de LC existem ha milhares de anos no velho mundo
sendo nominada como Ferida de Balkh, Botdo-de-Bagda, Botdo-do-
Oriente, etc, de acordo com os locais em que ocorriam. No Novo
Mundo, as civilizagdes pré-colombianas produziram pecas de ceramica
— conhecidas como Huacos - representando as lesdes destrutivas da
LMC. Acredita-se que LV também seja antiga, mas tenha sido
historicamente confundida com a Maléria até o século XIX, sendo
conhecida como Febre Dum-dum ou Kalazar (COX, 2002; BARI,
2006).

A etiologia da forma cutdnea comecou a ser desvendada no final
do século XIX. O mérito pela descoberta é conferido ao americano
James Wright em 1903, embora o0 médico britanico David Cunninghan e
0 cirugido russo Borovsky tenham descrito anteriormente estruturas
semelhantes ao parasito em lesbes tegumentares. A causa da forma
visceral foi encontrada em 1900, quando William Leishman e Charles
Donovan separadamente demonstraram um novo parasito no bago de
pacientes sofrendo de Kalazar. O parasito foi chamado de Leishmania
donovani em homenagem aos seus co-descobridores (BAILEY;
BISHOP, 1959; COX, 2002). Desde entdo, muitos autores descreveram
novas espécies de leishmanias patogénicas ou ndo para seres humanos.

Indicios experimentais da transmissdo da leishmaniose pelos
flebotomineos foram apresentados pelos irmaos Sergent em 1921, mas
foi apenas no inicio da década de 40 que 0 modo de transmisséo atraves
da picada foi finalmente demonstrado (COX, 2002).
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1.1.2 Biologia do parasito

Embora sua taxonomia ainda seja alvo de discussdo, o género
Leishmania spp. abrange 21 espécies divididas nos subgéneros
Leishmania e Viannia. Todas as 10 espécies encontradas no Velho
Mundo pertencem ao subgénero Leishmania e 7 destas infectam
humanos. No Novo Mundo, das 20 espécies conhecidas 11 pertencem
ao subgénero Leishmania e 9 ao subgénero Viannia, das quais 5 e 8
espécies, respectivamente, causam doenca em humanos (SHAW, 1994;
LAINSON, 2010).

As leishmanias sdo protozoarios heteroxenos e durante o seu
ciclo biolégico assumem duas formas morfolégicas distintas:
promastigota no flebotomineo e amastigota no hospedeiro mamifero
(MURRAY, et al., 2005). O ciclo biol6gico de Leishmania spp. esta
representado na Figura 1. Cerca de 30 espécies de flebotomineos
pertencentes aos géneros Lutzomya e Phlebotomus, no Novo e Velho
Mundo, respectivamente, sdo vetores destes parasitos (HERWALDT,
1999).

Durante o repasto sanguineo em um mamifero infectado, as
fémeas de flebotomineos ingerem formas amastigotas. No trato
digestorio do inseto, as formas amastigotas se transformam em
promastigotas flagelados mdveis que se proliferam através de divisdo
binaria. Ap6s uma semana do repasto sanguineo, ocorre 0 processo de
metaciclogénese com o surgimento de parasitos ndo proliferativos e
altamente infectantes, os promastigotas metaciclicos. Estes se acumulam
nas porcOes anteriores da hipofaringe do inseto e durante o novo repasto
sanguineo sdo regurgitados na derme do hospedeiro (OSORIO Y
FORTEA, et al., 2007; KAYE; SCOTT, 2011).

Os promastigotas metaciclicos sdo recobertos com um denso
glicocalix composto de macromoléculas fixadas por ancoras de
fostatidil-glicosilinositol (GPI). Os constituintes mais abundantes sdo 0s
lipofosfoglicanos (LPG) com ancoras de GPI e enzimas como a protease
gp63, moléculas essenciais para a viruléncia do parasito (AWASTHI;
MATHUR; SAHA, 2004). O promastigota converte o0 C3b, componente
do sistema complemento, em iC3B através da agdo da gp63a
favorecendo a pronta fagocitose através da interagdo com o0s receptores
de complemento CR1 e CR3 de células dendridicas, neutréfilos e
principalmente macréfagos, onde no interior do fagolisossomo se
transformam em amastigotas e se proliferam através de divisdo binaria
(SHARMA; SINGH, 2010).
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Figura 1 — Ciclo biolégico de Leishmania spp.
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Fonte: KAYE e SCOTT, 2011

Um dos aspectos mais interessantes da biologia das leishmanias €
a sua capacidade de escapar do sistema imune. Uma vez internalizados
pelo macrdfago, o parasito se protege da degradacéo no fagolisossomo
por uma variedade de mecanismos que inibem a fusdo
fagossomo/endossomo, enzimas hidroliticas, vias de sinalizacdo
intracelular, producdo de dxido nitrico e producdo de citocinas. Esta
combinacdo de mecanismos adaptativos do parasito ao hospedeiro séo
fatores criticos para o aparecimento da doenca (CUNNINGHAM, 2002).

No vaclolo parasitéforo os parasitos passam por um
remodelamento e diferenciagdo celular levando a formas ovais
amastigotas ndo flageladas por um processo de autofagia mediado por
cisteina peptidases (WILLIAMS, et al., 2006). Os amastigotas
intracelulares multiplicam-se por divisdo binaria. Apés a lise celular
causada pela replicagdo das formas amastigotas, estas podem infectar



35

outros fagdcitos e/ou serem sugadas pela fémea do vetor em um novo
repasto, completando o ciclo (MURRAY, et al., 2005; SHARMA;
SINGH, 2010).

1.1.3 Patogenia e manifestacGes clinicas das leishmanioses

Apdbs o estabelecimento da infeccdo, a resposta imune contra o
parasito é mediada por linfécitos T. O predominio de respostas
mediadas por células T helper 1 (Thl) ou T helper 2 (Th2) ajuda a
entender o amplo espectro clinico, mesmo em infec¢bes causadas por
uma mesma espécie (SHARMA,; SINGH, 2010). Respostas envolvendo
linfocitos Thl e mediadas por IFN-y, TNF-a e I1L-12 sdo associadas com
resolucdo esponténea e resisténcia. Por sua vez a resposta Th2, com
producdo de IL-4, 1L-10 e IL-13 confere susceptibilidade e progresséo
da doenca (MURRAY, et al., 2005; AMEEN, 2010), conforme
representado na Figura 2.

Figura 2 — Resposta Thl e Th2 na infec¢éo por Leishmania spp.
RESISTENCIA/CURA

IL-12, IFN-y. TNF-a
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Fonte: SHARMA; SINGH, 2010.
APC: célula apresentadora de antigenos; TCR: receptor de célula T; Thi:
Linfécito T helper 1; Th2: Linfécito T helper 2; IL: Interleucina; IFN-y:
Interferon gama; TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa

A intensidade e a natureza da resposta inflamatéria levam,
portanto, ao surgimento das lesbes e determinam a sua extensdo e
duracdo. A baixa ou a auséncia da resposta imune levam a uma doenga
cronica de dificil tratamento, conseqientemente, uma reatividade
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exacerbada leva a lesdes desfigurantes. Muitos destes dados, contudo,
provém de modelos murinos e a sua extrapola¢do para seres humanos
deve ser feita com cautela, ainda mais se considerarmos que espécies
distintas do parasito podem induzir respostas imunoldgicas
diferenciadas (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004; REITHINGER, et
al., 2007).

A classificacdo das leishmanioses é feita de acordo com a
apresentacdo clinica da doenca. O principal fundamento para esta
classificacdo é o tropismo de determinadas espécies do parasito por
locais especificos do corpo do hospedeiro (HERWALDT, 1999;
MURRAY, et al., 2005) (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribui¢do geogréafica das espécies de leishmanias patogénicas e
patologia associada

Localizacao Doenga
Es_pe’cie d? Geografica Priméria Secundéria
Leishmania Nove Vel
a b
Mundo  Mundo LC LV
L. donovani ] ® LDPC’
L. infantum* ([ J ([ LC
L. chagasi* ([ o LC
L. major [ J [
L. aethiopica ) °® LcD’
L. tropica [ J o Recidivans
L. mexicana ([ [ LCD
L amazonensis [ J o LCD/recidivans
L. venezuelensis [ J [ LCD
L. braziliensis (] [ ) LMC®recidivans
L. panamensis [ J o LMC (raro)
L. guyanensis ([ [ LMC (raro)
L. peruviana [ J o LMC (relatos)
L. Pifanoi ° PY

Fonte: CROFT; YARDLEY, 2002 (Modificado)

*: L. infantum (Velho mundo) e L. chagasi (Novo Mundo) s&o a mesma espécie.
“leishmaniose cutanea. “:leishmaniose Visceral. leishmaniose dérmica pds-
calazar.

% leishmaniose cutanea difusa e °.Leishmaniose muco-cutanea

A Leishmaniose Cuténea (LC) é a forma dermotrdpica da doenga,
sendo também a mais prevalente. Possui subclassificacGes clinicas, de
acordo com a extensao e persisténcia das lesdes observadas na derme. A
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evolugdo inicial da lesdo, entretanto, é similar para todas. Apds um
periodo de incubacdo de 2 semanas a 3 meses, aparece uma pequena
papula indolor bem delimitada, de bordos elevados e fundo granuloso,
acompanhada de prurido e uma linfonodomegalia local (Figura 3A).
Esta lesdo pode se curar espontaneamente, deixando uma cicatriz
hipopigmentada ou desenvolver-se para outras formas da doenca.
Podem ocorrer multiplas lesbes metastaticas em areas nao contiguas do
corpo (REITHINGER, et al., 2007; AMEEN, 2010). Em casos de
recidiva ap0s a remissao clinica, novas lesdes podem surgir nas bordas
ou mesmo sobre a cicatriz de lesfes resolvidas ha meses ou anos
(GOTO; LINDOSO, 2010).

Uma variante importante da LC é a Leishmaniose Cuténea Difusa
(LCD), que produz noédulos ndo ulcerados disseminados por todo o
corpo. A disseminagdo supostamente ocorre devido & anergia
imunoldgica de alguns individuos aos antigenos do parasito (AMEEN,
2010; GOTO; LINDQOSO, 2010).

Na Leishmaniose Mucocutanea (LMC), ou espundia, acontece a
destruicdo progressiva de mucosas (nariz, faringe, boca e laringe) com
comprometimento desfigurante da cartilagem (Figura 3B). A espécie
mais comum neste caso também é L. braziliensis. Embora a LC em suas
diversas subclassificacbes e a LMC ndo sejam fatais, as cicatrizes
causam estigma e morbidade comprometendo a qualidade de vida do
individuo acometido (GOTO; LINDOSO, 2010; WHO, 2010).

Figura 3 — Manifestag@es clinicas das leishmanioses

(A) Leishmaniose Cuténea; (B) Leishmaniose
Leishmaniose Visceral.
Fontes: (A) Dra. Marise S. Mattos; (B) Prof. Dr. Mario Steindel; (C)
Wellcome Trust, 2000.
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A forma mais grave dentre as leishmanioses é a visceral. A LV é
uma doenca sistémica, fatal que afeta figado, bago e medula Gssea
(Figura 3C). Os sinais e sintomas incluem febre, perda de peso,
hepatoesplenomegalia e pancitopenia. Em alguns casos o individuo pode
permanecer assintomatico por décadas. Devido ao comprometimento do
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sistema imunoldgico, co-infeccBes bacterianas e virais (principalmente
HIV), como pneumonia e diarréia podem surgir. O 6bito ocorre pelas
co-infecgdes, sangramento massivo ou anemia severa (CHAPPUIS, et
al., 2007 ; CLEM, 2010)

A leishmaniose dérmica pds-calazar (LDPC) € uma complicacdo
da LV oprincipalmente nas areas endémicas para L. donovani.
Caracteriza-se por rash macular, maculopapular e nodular, onde podem
ser observados amastigotas. Os parasitos sdo observados em pacientes
gue se recuperaram ou estdo em processo de recuperacdo da LV. Os
mecanismos deste acometimento ainda ndo estdo esclarecidos, mas
muitas vezes exige continuidade ou retomada do tratamento
(ZIJLSTRA, et al., 2003).

A leishmaniose é uma infeccdo oportunista emergente em
pacientes infectados com HIV. O problema mais significante ocorre nos
casos de LV+HIV, visto que ambas as doencas exercem um efeito
deletério sinérgico da resposta imune (ALVAR, et al., 2008). Individuos
co-infectados demonstram uma resposta ineficiente a quimioterapia
sistémica e altas taxas de recaida. O emprego da terapia antiretroviral e
profilaxia secundaria parecem reduzir, mas ndo eliminar as recaidas
(CHAPPUIS, et al.,, 2007 ). Na LC/HIV surgem lesGes atipicas
incluindo pépulas, nédulos, placas e ulceragbes. Um tratamento mais
intenso também é necessario para se conseguir a remissdo (GOTO;
LINDOSO, 2010).

1.14 Distribuicdo geogréfica e dados epidemioldgicos

Atualmente, as leishmanioses sdo um problema mundial de satde
publica e ocorrem de forma endémica em 98 paises ou territdrios, onde
mais de 350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco de infeccdo. A
incidéncia estimada anual é de 2 milhGes de casos (500 mil da forma
visceral e 1,5 milhdo da forma cutanea e muco-cutanea). Estima-se que
a leishmaniose visceral cause mais de 50.000 6bitos anuais, e uma perda
de anos Uteis de vida (DALYs) da ordem de 2,3 milhdes de anos, taxa
gue entre as parasitoses é superada apenas pela malaria (WHO, 2010).

Esta doenca tem transmissdo de cardter zoonotico, pois 0s
hospedeiros naturais do parasito sdo principalmente roedores e canideos.
Os seres humanos sdo hospedeiros acidentais, exceto no subcontinente
indiano e partes da Africa, onde ha uma expressiva taxa de transmissio
antroponética da LV por L. donovani (PAVLI; MALTEZOU, 2010;
READY, 2010)
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A enfermidade distribui-se mundialmente, mas concentra-se nos
tropicos e sub-tropicos. Mais de 90% dos casos ocorrem em
Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Nepal e Sud&o. Para a LC, os focos
ocorrem na América Latina, norte da Africa e Oriente-Médio, com 90%
dos casos encontrados no Afeganistdo, Algeria, Ird, Ardbia Saudita,
Siria, Bolivia, Brasil, Colémbia, Nicardgua e Peru. A frequéncia de
LCD e LMC é maior na América do Sul. Focos relativamente menores
tanto de LC quanto de LV estdo na regido mediterranea da Europa
(WHO, 2010; READY, 2010).

Entre 1980 e 2005 foram registrados 59.129 casos de LV no
Brasil, dos quais, 82,5% na regido Nordeste. No decorrer deste tempo a
doenca parece ter se alastrado para outros locais, pois em 2005 a
proporcdo de casos de LV em outras regifes havia subido para 44%
(MAIA-ELKHOURY, et al., 2008).

Durante muito tempo a LV foi considerada uma doenca zoon6tica
rural no Brasil, entretanto ela tem emergido com proporgdes epidémicas
em areas urbanas e periurbanas do pais, a exemplo da tendéncia
observada em outros paises latino americanos (HARHAY, et al., 2011).
As ondas migratoérias rural-urbanas e as condi¢des sociais precérias,
associadas a alta soroprevaléncia da doenca em caninos e a
adaptabilidade do vetor Lutzomya longipalpis a estas condi¢fes foram
correlacionadas com a urbanizacgéo da LV (LAINSON; RANGEL, 2005;
WERNECK, et al., 2007; HARHAY, et al., 2011).

Ao contrério da LV, que no Brasil é causada apenas pela L.
infantum.(L. chagasi), a LC possui diversos agentes etioldgicos, sendo
os principais L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis. Entre os
anos de 1990 e 2011 foram relatados 587.962 casos de LC e LMC no
Brasil, em sua grande maioria nas regiGes Norte e Nordeste (BRASIL,
2012). Uma franca expansdo geografica tem sido observada para esta
forma de leishmaniose, pois no inicio da década de 80, dezenove estados
eram endémicos para LC e em 2001 todos os estados ja haviam
reportado casos autéctones da doenca (COSTA, 2005).

As formas cuténeas da leishmaniose classicamente afetavam
populacdes rurais e militares. Entretanto, a epidemiologia da LC mudou
principalmente no nordeste brasileiro, ocorrendo agora na interface das
areas peri-urbanas e rurais (OLIVEIRA, et al., 2004), indicando um
deslocamento em direcdo as cidades, como j& observado para LV.

Casos autoctones de LC ja foram relatados em diferentes regides
do estado de Santa Catarina, sendo que desde a descri¢do dos primeiros
relatos em 1987 até o ano de 2009, houve uma grande expansdo
geogréfica da doenca que atualmente ocorre de forma endémica em 46
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dos 297 municipios do Estado (MARLOW, et al, 2013). A
caracterizacdo dos agentes etioldgicos mostrou a presenca de L.
braziliensis e L. amazonensis em mais de 98% dos casos (GRISARD, et
al., 2000; DIVE/SC, 2011)

Mesmo assim, a despeito de sua crescente importancia
epidemioldgica, a leishmaniose é uma das doencas mais negligenciadas,
pois persiste predominantemente em comunidades pobres e
marginalizadas (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012).

1.1.5 Tratamento das leishmanioses

Por mais de 60 anos os farmacos de primeira linha para o
tratamento da LC ou LV tem sido os Antimoniais Pentavalentes
Organicos (ShV) Estibogluconato de Sddio (Pentostan®) e Antimoniato
de Meglumina (Glucantime®), (Figura 4). Estes substituiram os
Antimoniais Trivalentes (Sblll), moléculas bastante toxicas introduzidas
como tratamento em 1912 pelo médico brasileiro Gaspar Vianna
(CROFT; YARDLEY, 2002; KAYSEL-CRUZ, et al., 2009).

Figura 4 — Antimoniais Pentavalentes
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(A) Estibogluconato de Sédio e (B) Antimoniato de Meglumina.

Os mecanismos da acdo dos SbV ndo foram ainda completamente
elucidados. Acredita-se que os SbV sejam prd-farmacos que séo
convertidos pelo sistema glutationa no ambiente intracelular do
macréfago, a forma Sblll. A acdo dos Sblll parece ser ampla, com
evidéncias de que interferem com a glicolise, beta-oxidacao, reduzem os
niveis de tiois, e inibem a DNA topoisomerase |, afetando o equilibrio
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redox do parasito e levando a deplecdo do ATP intracelular (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

A via de administracdo (parenteral) e a longa duragdo do
tratamento contribuem para aumentar os efeitos adversos (mialgia,
pancreatite, arritmia cardiaca e hepatite) destes medicamentos. Sdo
comuns 0s casos de desisténcia e ndo-aderéncia ao tratamento devido a
estes efeitos indesejados (CROFT; YARDLEY, 2002). Nestes casos de
tratamento inadequado, podem restar niveis baixos de SbV circulantes, o
gue tem causado o surgimento de cepas de parasitos resistentes
(ASHUTOSH.; SUNDAR; GOYAL, 2007). A resisténcia
medicamentosa ja levou ao abandono dos antimoniais como tratamento
para leishmaniose em partes da india e Nepal, onde estes foram
substituidos pela anfotericina B (CROFT; OLLIARO, 2011; STAUCH,
etal., 2012).

Na segunda linha de tratamento estd o antibidtico macrolideo
poliénico Anfotericina B (Figura 5A), isolado de Streptomyces nodosus.
Este farmaco complexa-se seletivamente com esterdis substituidos na
posi¢cdo 24 (como o ergosterol) presentes na membrana do parasito, o
que altera a permeabilidade celular pela formacdo de poros que
comprometem o equilibrio osmético (CROFT; COOMBS, 2003). Néo
ha estudos conclusivos que demonstrem resisténcia de Leishmania a
Anfotericina B, exceto induzida in vitro (CROFT; SUNDAR,;
FAIRLAMB, 2006).

Embora a anfotericina B (ANFO) ja seja um tratamento
alternativo para LMC e LV ha um bom tempo, seu uso é restringido pela
necessidade de infusdo intravenosa e efeitos adversos toxicos, em
particular a cardio e nefrotoxidade (CROFT; YARDLEY, 2002).

Vérias formas farmacéuticas para este farmaco foram
desenvolvidas visando diminuir os efeitos adversos e aumentar a
eficacia do tratamento. A estratégia que obteve maior sucesso foi a
inclusdo da molécula em grandes vesiculas lamelares, chamadas
lipossomos, e sendo comercializada com o nome de AmBisome®
(SHYAM SUNDAR, 2010). Estas formulacdes, embora ainda tenham
algum potencial tdéxico, e sejam de administracdo parenteral, s&o
bastante seguras. A maior limitagdo ao seu uso é o alto custo,
principalmente levando em consideracdo as popula¢des acometidas pela
doenca (CROFT; YARDLEY, 2002).



42

Figura 5 — Anfotericina B e Miltefosina

oH
T R T

.0 OH OH OH OH O_ A
Z N

HyC™™ N N bt 0 &

; 0-F-0

L HiC ) \/\/~¢’\/\/\/\/\/0

o—"oH

(A) Anfotericina B (B) Miltefosina

Antifungicos da classe dos imidaz6is (cetoconazol, itraconazol e
fluconazol) inibem a sintese do ergosterol e, portanto, possuem uma
potente atividade leishmanicida in vitro, mas estudos clinicos
demonstraram uma eficacia limitada devido a perfis de sensibilidade
variaveis entre as espécies de leishmania (MINODIER; PAROLA,
2007).

A Miltefosina (Figura 5B) ou hexadecilfosfocolina (Impavido®,
Zentaris), é 0 mais novo medicamento aprovado para tratamento de LV
e LC. Este farmaco é inovador por ser o Unico com propriedades
farmacocinéticas que possibilitam seu uso pela via oral. Foi identificado
e avaliado no inicio dos anos 80 como um agente antitumoral, mas
abandonado devido a efeitos toxicos na dose efetiva para este fim. A
atividade antiprotozoarios das alquilglicerofosfocolinas, classe a qual
pertence a miltefosina, foi também descrita nos anos 80. Seu
desenvolvimento como um medicamento para leishmaniose foi
realizado em colaboracdo pela WHO/TDR e o laboratério farmacéutico
Zentaris (CROFT; ENGEL, 2006).

O mecanismo de acdo das alquilglicerofosfocolinas ainda néo é
conhecido. Por ser um medicamento novo, ainda ha algumas ressalvas
guanto a seu uso. Os estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que o
trato gastrointestinal é o principal alvo para efeitos tdxicos em humanos.
Em animais, induziu alteracGes testiculares e efeitos embrio e
fetotoxicos, o que contra-indica seu uso em gestantes (SINDERMANN;
ENGEL, 2006).

Existem evidéncias de resisténcia tanto in vitro quanto in vivo ao
tratamento com miltefosine. Alguns estudos sugerem resisténcia
relacionada com a espécie ou isolados regionais de L. braziliensis e L.
mexicana. Outros apontam 0 aumento nos casos de recaidas pos-
tratamento na india, advertindo que a resisténcia medicamentosa a este
farmaco pode se desenvolver rapidamente (CROFT; SUNDAR,;
FAIRLAMB, 2006).
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Outros farmacos também sdo empregados contra as
leishmanioses, sendo que seu uso € mais comum nas regides de maior
prevaléncia de cepas resistentes ou quando a terapia classica mostra-se
ineficaz. Entre estes farmacos, 0s mais comuns sdo a paromomicina e a
pentamidina (DAVIDSON; DEN BOER; RITMEIJE, 2009; BALANA-
FOUCE, et al., 1998).

Outras classes de moléculas tém demonstrado atividade
leishmanicida in vitro ou em modelos animais. Estas foram revisadas
por Richard e Werbovetz (2010). Moléculas derivadas ou inspiradas em
produtos naturais também apresentam atividade leishmanicida
promissora e ja foram extensamente relatadas na literatura (SALEM;
WERBOVETZ, 2006; SCHMIDT, et al., 2012a; SCHMIDT, et al.,
2012b)

Em janeiro de 2013, a busca por testes clinicos em aberto
envolvendo o termo “leishmaniasis” no site www.clinicaltrials.gov,
administrado pelo U.S. National Institutes of Health resultou em 25
estudos. Destes, a maioria é referente a diferentes esquemas terapéuticos
ou administracdo combinada de compostos j& estabelecidos no
tratamento da enfermidade. Entretanto, um estudo conduzido pelo
National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) chama a
atencdo pela abordagem diferenciada, envolvendo o uso concomitante
do AmBisome e do SCH708980, um anticorpo monoclonal anti-1L10.

A falta de uma vacina efetiva e 0s prospectos pouco favoraveis
para a obtencdo de uma no futuro préximo fazem com que o controle da
leishmaniose seja baseado na quimioterapia. Entretanto, o arsenal
terapéutico atual possui sérias limitacdes (KAYSEL-CRUZ, et al.,
2009). Observa-se um marasmo ha descoberta de novos farmacos, pois a
maioria dos testes clinicos em andamento ndo envolve novos agentes
terapéuticos, evidenciando a importancia da obtencdo de novas
moléculas para o tratamento das leishmanioses.

1.2 DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS

O processo de desenvolvimento de medicamentos é oneroso e
requer anos de pesquisa, 0 que causou um desinteresse da industria
farmacéutica pelas doencas tropicais, ja que o publico alvo destes
produtos ndo constitui um mercado lucrativo, comprometendo o retorno
do investimento (CHATELAIN; IOSET, 2011; TROUILLER, et al.,
2002).

Um grande avanco nesta area, proporcionado pelo aporte
financeiro dos Ultimos anos foi o seqiienciamento do genoma de varias
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espécies de Leishmania. Isso fornece informacdes importantes para o
entendimento desses organismos, comparacdo com as proteinas
equivalentes no hospedeiro e ultimamente, identificacdo de alvos Unicos
para descoberta de novos quimioterpicos com mecanismos de agdo
diferenciados e inovadores (CHAWLA; MADHUBALA, 2010).

Ha um nOmero crescente de trabalhos para identificar
peculiaridades biologicas destes parasitos com finalidade terapéutica
(CROWTHER, et al., 2010; MAGARINOS, et al., 2012). Entretanto,
diversas rotas metabolicas e enzimas conhecidas ja foram validadas
como alvos potenciais para o desenvolvimento racional de terapias para
a leishmaniose.

1.2.1 Alvos terapéuticos

Filogeneticamente os tripanossomatideos sdo uma familia de um
ramo distante dos eucariotos superiores. Sendo assim, sua organizacao
celular e vias bioguimicas sdo Unicas ou diferem consideravelmente
daquelas encontradas em células de mamiferos. Isso prové alvos
excelentes para o desenvolvimento de farmacos seletivos contra os
parasitos e que produzam menos efeitos sobre os hospedeiros
(BARRETT; MOTTRAM; COOMBS, 1999). As principais rotas
metabdlicas passiveis de uso como alvos terapéuticos serdo discutidas a
sequir.

A via biosintética dos esterdis é importante nas leishmanias para
manutencdo da funcdo e estrutura celular. Ao contrario das células de
mamiferos onde o principal esterol da membrana é o colesterol, nestes
organismos este papel é desempenhado pelo ergosterol. Inibidores de
enzimas desta via (estatinas, alilaminas e azois) causam deplecdo dos
esterdis normais e acimulo de seus precursores. Exemplos de inibidores
e seus respectivos alvos nesta rota estdo na Figura 6 (TORRES-
SANTOS, et al., 2009; CHAWLA; MADHUBALA, 2010).
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Figura 6 - Biosintese do ergosterol em Leishmania spp.
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Fontes: Elaborado pelo autor, baseado em Chawla e Mandubala (2010) e
De Souza e Rodrigues (2011).

A possibilidade do uso combinado de moléculas que inibem
enzimas de diferentes etapas desta rota metabdlica ¢ interessante, pois
pode produzir efeitos sinérgicos. Por exemplo, promastigotas de L.
braziliensis que sdo naturalmente resistentes a inibidores da Cl4-o-
demetilase (como o cetoconazol), tornam-se bastante susceptiveis
guando estes sdo usados em combinacdo com a terbinafina, um inibidor
da esqualeno epoxidase (URBINA, 1997).

A exemplo da via do ergosterol, a via de sintese das poliaminas
também ¢é um alvo passivel de exploragdo farmacoldgica devido as
diferencas bioquimicas entre o patégeno e o hospedeiro. As poliaminas,
COMO a putrecina, espermina e espermidina, estdo presentes em niveis
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milimolares nos parasitos e tém uma importancia adicional nestes
organismos, pois além de participarem de uma gama de processos de
diferenciacdo e proliferacdo, sdo cruciais para a sintese do tiol
tripanotiona (COLOTTI; ILARI, 2011).

Em mamiferos uma importante via para neutralizacdo de espécies
reativas de oxigénio é o sistema glutationa/glutationa redutase. Em
tripanosomatideos, esta funcdo é suprida pela tripanotiona/tripanotiona
redutase. A tripanotiona oxidada é uma molécula chave para diversos
processos metabdlicos, sendo um elemento essencial para a manutencgéo
de um ambiente intracelular redutor. Tais caracteristicas tornam as
enzimas envolvidas na sintese e reducdo da tripanotiona em alvos
importantes para a pesquisa de novos antiparasitarios contra
tripanosomatideos, pois possibilitam o desenvolvimento de farmacos
seletivos aos parasitos com menor potencial toxico ao hospedeiro.
Destas enzimas, a mais bem estudada é a Tripanotiona Redutase (TR), a
qual ja é um alvo validado (SCHMIDT; KRAUTH-SIEGEL, 2002).

Leishmanias ndo possuem as enzimas para a sintese “de novo”
dos anéis purinicos necessarios aos nucleosideos de purina e dependem,
portanto, de um sistema de salvamento para utilizar estes metabdlitos
provenientes do meio adjacente. Os nucleosideos sdo carreados através
da superficie celular do parasito por transportadores especificos. O
desenvolvimento de ligantes toxicos que sejam internalizados
seletivamente via transportadores seriam farmacos relevantes para
tratamento desta doenca (CHAWLA; MADHUBALA, 2010). Em
adicdo, as enzimas da cascata de conversdo das purinas a adenosina
monofosfato (AMP) e guanosina monofosfato (GMP) também podem
ser exploradas (SHUKLA, et al., 2010).

Por outro lado, a sintese “de novo” das pirimidinas € um processo
metabolico importante em Leishmania, sendo dependente de folato.
Entretanto este sistema possui diversas rotas alternativas que exigiriam a
inibicdo de mais de um alvo ao mesmo tempo. Estudos utilizando
inibidores de uma Unica enzima, como a dihidrofolato redutase,
demonstraram a rapida adaptacdo do parasito pela superexpressdo de
enzimas capazes de reduzir folato (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

Foram investigados, ainda, outros alvos como a via glicolitica, a
rota Biosintética do GPIl, MAP quinases (mediadoras de transducdo de
sinal e reguladoras da diferenciacdo e proliferacédo celular) e as enzimas
cisteina, serina, e aspartato proteinases, devido ao seu papel na interacéo
parasito-hospedeiro e como putativos fatores de viruléncia destes
patégenos (CHAWLA; MADHUBALA, 2010; SINGH; KUMAR,;
SINGH, 2012).
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A identificacdo de moléculas capazes de modular ou inibir os
alvos potenciais é possivel através de ensaios de atividade contra as
proteinas isoladas ou contra o parasito vivo. Para esta finalidade
diversas estratégias e ensaios sao empregados atualmente.

A descoberta de compostos contra doencas tropicais baseia-se em
trés estratégias: (1) extensdo do uso de medicamentos empregados em
outras patologias; (2) investigacdo de inibidores de um alvo molecular ja
validado em outro organismo e (3) identificacdo de novas entidades
guimicas em triagens de alto desempenho (HTS, do inglés High
Throughput Screening). As duas primeiras geraram farmacos
importantes como a Anfotericina B e a Miltefosina além de reduzirem
0s custos e tempo de pesquisa, mas medicamentos inovadores sao
geralmente obtidos pela terceira estratégia (NWAKA; HUDSON, 2006).

122 Deteccéo de novas moléculas lider contra leishmaniose

A identificacdo de compostos protdtipos é um dos fatores
limitantes no processo de descoberta de novos farmacos para o
tratamento da leishmaniose. Um dos métodos propostos para contornar
esta dificuldade sdo os HTS em bibliotecas de moléculas sintéticas ou
obtidas de fontes naturais (BLEICHER, et al., 2003; SIQUEIRA-NETO,
etal., 2010).

N&o obstante, os métodos para HTS baseiam-se, geralmente, em
um Unico alvo molecular, como enzimas ou canais idnicos. Isto acontece
porque testes celulares tendem a ser mais demorados, enfadonhos e
dificeis de automatizar mesmo possuindo uma melhor capacidade
preditiva sobre as propriedades biologicas de um composto (DAVIS;
MURRAY; HANDMAN., 2004; SERENO, et al., 2007).

Existem ensaios de triagem de compostos direcionados a
promastigotas, amastigotas axénicos (cultivados na auséncia de células)
e contra amastigotas intracelulares (Tabela 2)..

Embora amplamente utilizada, ensaios com a forma promastigota
apresentam desvantagens, visto que diferencas morfoldgicas e
bioguimicas fazem dos promastigotas menos sensiveis do que
amastigotas. Tal fato pode causar a exclusdo de moléculas com
potencial leishmanicida. Uma alternativa é a triagem em amastigotas
axénicos, parasitos cultivados em meio na auséncia de células
(FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO, 2004).

Contudo, Rochete e colaboradores (2009), apontam diferengas
importantes no padrdo de expressdo de mRNA entre amastigotas
axénicos e intracelulares de L. infantum, abrangendo desde genes
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associados a proteinas do metabolismo de &cidos graxos até outros
relacionados a resposta ao estresse oxidativo. Os autores especulam que
isto seja sugestivo de que 0os amastigotas axénicos apenas regulam a
expressdo do mRNA como resposta aos sinais utilizados para sua
diferenciacdo (choque de temperatura e pH extracelular), ao contrario
dos amastigotas intracelulares.

Mais recentemente, Pescher e colaboradores (2011), compararam
o perfil protebmico e tracos fenotipicos de amastigotas axénicos e
intracelulares de L. donovani demonstrando diferencas na viruléncia,
habilidade de causar hepatoesplenomegalia e tempo de sobrevivéncia
em meios que mimetizam a baixa disponibilidade de nutrientes do
vactolo fagolisossomal. Além disso, 0s amastigotas intracelulares
apresentam niveis de expressdo cinco vezes maior de enzimas
antioxidantes e enzimas envolvidas no metabolismo de proteinas e
amino4cidos. Estas diferencas sugerem que 0s amastigotas axénicos ndo
sdo ideais para a triagem de compostos por ndo constituirem uma
representacdo fiel dos amastigotas intracelulares.

Tabela 2 — Métodos de Triagem de Compostos ativos contra Leishmania spp.

Método RGAente/ Forma do Parasito
Marcador PP AAP AL
Alamar Blue o o
MTT, MTS ou p-NPP (
Colorimetrico B-galactosidase [ )
-Lactamase o
. - Coloracéo pelo
Contagem Microscopica Giemsa/Diff-Quick /Fast [
Manual
Red
Microscopia Confocal Drag5 (fluoréforo/corante Y
Automatizada de DNA)
Fluorimétrico Alamar Blue o
GFP o [
Luminométrico Luciferase (] [ ([

Fontes: KAISEL-CRUZ et al., 2009; SIQUEIRA-NETO et al. 2012.
(modificado)
®promastigotas; ":amastigotas axénicos; “: amastigotas

O emprego de metodologias com amastigotas intracelulares sdo
desejaveis, pois estas se aproximam melhor da condic&o intracelular do
parasito no hospedeiro humano (KAYSEL-CRUZ, et al., 2009). Apesar
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disso, os métodos classicos de quantificacdo dos parasitos intracelulares
requerem trabalho intenso, estdo sujeitos a inacuracia e nao sdo
compativeis com automacdo. Um exemplo disso é a técnica de
contagem microscopica ap6s a coloracdo das células infectadas pelo
Giemsa. Tais limitacBes claramente impedem seu emprego para a
avaliagdo de um grande numero de compostos (FUMAROLA;
SPINELLI; BRANDONISIO, 2004). Um sistema para quantificagdo de
parasitos intracelulares evitando a avaliagcdo microscopica é, portanto, de
alta relevancia.

Gene repdrter é um termo tipicamente usado para designar aquele
gue produz um fenotipo prontamente mensuravel e distinguivel do sinal
enddgeno inespecifico (SERENO, et al., 2007).A tecnologia de genes
repérter em parasitos geneticamente modificados foi sugerida como
alternativa para facilitar este processo, pois podem produzir dados
guantitativos e objetivos, deixar o método mais rapido e reduzir o
trabalho manual (GUPTA,; NISHI., 2011).

Atualmente existem diferentes cepas de leishmanias transgénicas
expressando genes repérter tanto na forma de um plasmideo ou
integrado ao DNA cromossdmico. Algumas preocupacdes tém surgido
no tocante ao método de introducdo do gene, tais como a resisténcia
cruzada com farmacos devido a presenca de genes de resisténcia a
antibiéticos para selecdo dos parasitos ou a heterogeneidade da
expressdo do repérter por diferentes clones do parasito. Geralmente,
métodos que usam reporteres cataliticos como a luciferase, p-lactamase
e pB-galactosidase sdo mais sensiveis do que aqueles baseados em
fluorescéncia (GFP). As peculiaridades dos diferentes reporteres foram
revisadas por Dube e colaboradores (2009).

Leishmanias expressando o gene da luciferase também parecem
ser adequadas a esta finalidade, permitindo inclusive a monitoracdo de
infeccdes in vivo. O custo atual dos rGAentes requeridos, entretanto,
torna menos provavel o seu uso quando uma quantidade maior de
compostos deve ser testada (GUPTA; NISHI., 2011).

Um sistema envolvendo B-lactamase foi desenvolvido para teste
de compostos contra L. major e L. amazonensis. Entretanto, o substrato
do ensaio (Nitrocefin) rGAe inespecificamente com componentes do
meio de cultura, embora passos adicionais no ensaio tenham
minimizado o problema (BUCKNER; WILSON, 2005).

Formas extracelulares de L. amazonensis expressando [-
galactosidase foram avaliadas quanto ao seu potencial para uso em
triagens de compostos (OKUNO, et al., 2003). Embora a facil deteccéo
colorimétrica da reacdo catalisada por esta enzima (Figura 7) seja
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desejavel e bastante vantajosa, seu emprego para quantificacdo de
formas intracelulares do parasito em macréfagos foi questionado, visto
gue essas células também expressam a enzima, gerando um alto ruido de
leitura e interferindo no teste (MONTE-ALEGRE; OUAISSI; SERENO,
2006). O problema do background de leitura precisaria ser resolvido
para que este repdrter pudesse ser utilizado com maior confianca.

Figura 7 — Clivagem da CPRG pela B-galactosidase
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Fonte: Elaborado pelo autor, baseado em Dias e colaboradores (2009)
Esquema reacional da clivagem do substrato clorofenol vermelho-B-D-
galactopiranosideo ou CPRG (1) pela enzima B-galactosidase, levando a
formac&o de galactose (2) e do cromoforo vermelho de clorofenol.

1.2.3 Acido galico, analogos e ésteres derivados

A aplicacio do método de triagem proposto pode ser
demonstrada na prética atraves da avaliagdo da atividade leishmanicida
de uma série de moléculas biologicamente ativas, que possuem
atividade antiprotozodrios ja descrita.

Derivados fendlicos que ocorrem em plantas possuem atividade
leishmanicida estabelecida in vitro e in vivo. Dentre estes compostos
destacam-se as chalconas, seus derivados auronas, e os flavondides.
Outros derivados fendlicos com atividade leishmanicida incluem
algumas ligninas, cumarinas, curcuminas e taninos hidrolisaveis
(CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001, SALEM;
WERBOVETZ, 2006).
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O acido gédlico (GO) ou conforme a IUPAC, é&cido 3,4,5-
trihidroxibenzodico (Figura 8A), é um composto fendlico trihidroxilado e
uma molécula encontrada de forma abundante no reino vegetal como um
metabdlito secundario componente de taninos hidrolisaveis em uvas e
chas (HODGSON, et al., 2004; HOGAN, et al., 2009).

Os galatos de alquila (GA), outro termo para os ésteres de alquila
do &cido galico (EAG), especialmente os galatos de propila, octila e
dodecila (Figura 8B), tem sido extensamente usados pelas inddstrias
farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos desde 1947. Suas
aplicacdes incluem a de aditivos e sequestrantes de espécies de oxigénio
reativo para prevenir mudanc¢as no sabor e no valor nutritivo devido a
oxidacdo de 4cidos graxos insaturados (VAN DER HEIJDEN;
JANSSEN; STRIK, 1986; GARCIA-MELGARES; DE LA CUADRA,
MARTIN, 2007).

Figura 8 — O acido galico e seus derivados ésteres de alquila
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(A) &cido galico.  (B) galatos de alquila.
Fonte: elaborado pelo autor

Entretanto, a seguranga de seu uso com esta finalidade foi
guestionada, devido a evidéncias de sensibilizacdo de contato por vérias
destas moléculas, especialmente o galato de laurila (Galato de dodecila
— G12) que produziu efeitos mais evidentes (HAUSEN; BEYER, 1992).
Entre 1985 e 2006, 47 casos de alergias envolvendo GA foram
registrados pela unidade de alergia do Hospital Geral Universitario de
Valéncia na Espanha, sendo a maioria devido aos galatos de propila e
octila (G8) (GARCIA-MELGARES; DE LA CUADRA; MARTIN,
2007).

Os efeitos in vitro e in vivo do acido galico e seus derivados sobre
as enzimas que metabolizam drogas foram discutidos por Ow e Stupans
(2003). Nessa revisdo, 0s autores mostraram que alguns GA, quando
ingeridos, sdo hidrolisados a acido galico e metabolizados no figado,
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onde podem inibir enzimas do complexo citocromo P450 (OW,
STUPANS, 2003).

A acdo destes compostos sobre os radicais livres é bem
estabelecida na literatura, porém, estudos apontam que eles podem atuar
tanto como antioxidantes como pré-oxidantes (GUNCKEL, et al., 1998;
KUBO, et al., 2002a; YOSHINO, et al., 2002; HA; KUBO, 2004). O
efeito antioxidante pode ser devido a inibicdo da xantina oxidase, além
da modulacdo da atividade da mieloperoxidase e seqliestro de &cido
hipocloroso (KUBO, et al., 2002a; MASUOKA; NIHEI; KUBO, 2006;
ROSSO, et al.,, 2006) enquanto que a acgdo pré-oxidante é cobre-
dependente e causa, in vitro, quebras na molécula de DNA e formacéo
de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina, dano atribuido a formacéo de espécies
reativas de oxigénio (YOSHINO, et al., 2002).

Outras atividades bioldgicas deste grupo de moléculas séo
bastante amplas e incluem desde efeitos antitumorais e
anticarcinogénicos (LOCATELLLI, et al., 2008; LOCATELLI, et al.,
2009; LOCATELLLI, et al., 2012) até atividades inibitérias sobre virus
(SAVI, et al., 2005; KRATZ, et al., 2008), bactérias (KUBO; FUJITA;
NIHEI, 2002; KUBO; XIAO; FUJITA, 2002; KUBO, et al., 2003;
KUBDO, et al., 2004), fungos (KUBO, et al., 2002b; HSU, et al., 2009;
LEAL, et al., 2009) e protozoarios (LETELIER, et al., 1990; KOIDE, et
al., 1998; ALBINO, 2005.; TASDEMIR, et al., 2006; EGER, 2010).

Quanto a atividade antiparasitaria destes compostos, Koide et
al.(1998) relataram que o acido galico e alguns compostos relacionados
possuem atividade tripanocida sobre o Trypanosoma brucei brucei tanto
em formas sanguineas como em prociclicas, com doses letais de
aproximadamente 47 ¢ 30 uM para as duas formas, respectivamente. O
pirogalol, uma molécula semelhante ao acido galico, porém desprovida
do grupo funcional carboxila parece ser o responsavel pela atividade.
Nose e colaboradores (1998) sugeriram que a atividade tripanocida pode
estar relacionada a efeitos pré-oxidantes do GO (NOSE, et al., 1998).

Tasdemir e colaboradores (2006) testaram a atividade de diversos
flavonoides sobre formas sanguineas de T. b. rhodesiense, amastigotas
intracelulares de T. cruzi, e amastigotas axénicos de Leishmania
donovani, sendo que o GO demonstrou atividade apenas sobre T. brucei.
Por outro lado, o pirogalol, foi ativo contra T. brucei e L. donovani.

Letelier et al. (1990) avaliaram a capacidade do GO e de galatos
de metila, propila, octila e dodecila em inibir a respiracdo celular em
epimastigotas de T. cruzi, das cepas Tulahuen e do clone Dm28. O
consumo de oxigénio foi inibido de forma mais potente pelos derivados
ésteres com maior nimero de carbonos na cadeia alifatica (LETELIER,
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et al., 1990). Albino (2005), avaliou a atividade tripanosomicida in vitro
de 28 compostos derivados do GO e observou que quatro dos seus GA
(galatos de decila, undecila, dodecila e tetradecila) possuiam atividade
contra epimastigotas, tripomastigotas sanguineos e amastigotas
intracelulares da cepa Y de T. cruzi. Estudos posteriores realizados por
Eger (2010) confirmaram essa atividade e demonstraram, ainda, a
inibigdo pelo GO da enzima Tripanotiona Redutase recombinante de T.
cruzi (TcTR).

Apesar de sua atividade inibitéria sobre a TcTR, GO ndo
apresentou efeito tripanocida in vitro ou in vivo. E razoavel hipotetizar,
portanto, que a auséncia desta bioatividade pode ser devida, em parte, a
sua baixa permeabilidade celular (EGER, 2010). Os GA também
parecem exercer uma atividade citotéxica sobre células de mamiferos,
com Clsy sobre células Vero variando de 17,6 a 35,5 uM (KRATZ,
2007). Uma forma de contornar estas desvantagens e melhorar a sua
atividade seria o desenvolvimento de carreadores com capacidade para
aumentar a biodisponibilidade intracelular dos compostos.

Dada a necessidade de novas alternativas para o tratamento das
leishmanioses e os resultados promissores apresentados por alguns GA
sobre outros tripanossomatideos, consideramos importante a avaliacdo
do potencial leishmanicida destes compostos e de variagdes estruturais
da molécula protétipo (GO) sobre este efeito. A inclusdo dos compostos
ativos em uma formulacdo nanoencapsulada também poderia trazer
melhorias sobre a atividade e seletividade destas moléculas.



54

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método colorimétrico para a triagem da
atividade antileishmania de compostos contra amastigotas intracelulares
de Leishmania amazonensis expressando a enzima p-galactosidase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Transfectar uma cepa de Leishmania amazonensis com um
plasmideo contendo a enzima B-galactosidase de E. coli;

¢ Avaliar o efeito da transfecgdo sobre o crescimento em cultura e
a infectividade in vitro e in vivo do parasito;

e Padronizar e validar um ensaio colorimétrico para deteccdo de
compostos ativos contra amastigotas intracelulares de L. amazonensis;

e Avaliar a atividade leishmanicida do 4&cido galico, seus
analogos e derivados ésteres de alquila;

e Correlacionar aspectos da estrutura quimica dos compostos
testados com a sua atividade leishmanicida;

e Verificar o efeito de formulacfes de nanocapsulas poliméricas
contendo 0s compostos ativos sobre sua agao leishmanicida;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 PARASITOS E CELULAS
3.1.1 Cultivo de parasitos

A cepa MHOM/BR/77/LTB0016 de L. amazonensis utilizada
neste trabalho foi gentilmente cedida pela Dra Leonor Leon do Instituto
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Esta espécie e cepa foi preconizada pelos
integrantes da Research Initiative on Natural Products against
Neglected Diseases — (ResNetNPD) como modelo para triagem de
compostos leishmanicidas devido a sua facilidade de cultivo in vitro. O
Laboratorio de Protozoologia da UFSC é um dos integrantes desta rede.

Para manter a infectividade, os parasitos foram inoculados nos
coxins plantares das patas traseiras de camundongos Balb/c (Mus
musculus). Os amastigotas recuperados das lesdes foram propagados
como promastigotas a 26°C em garrafas de cultura celular de 25 cm?,
contendo 5 mL de Schneider’s insect medium (Sigma-Aldrich, St.
Louis), pH 7,4 e suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal
inativado (SBF — Gibco, BRL), 2% (v/v) de urina humana, 10 U/mL
penicilina e 10 pg/mL estreptomicina (Gibco, BRL) (Aqui denominado
Schneider completo). Varias aliquotas foram congeladas em nitrogénio
liquido e depositadas no criobanco do Laboratdrio de Protozoologia da
UFSC.

Para os experimentos, promastigotas foram descongelados e
cultivados a 26°C em garrafas de cultura celular de 25 cm?, contendo 5
mL de Schneider completo e mantidos através de 2 repiques semanais
por no maximo 20 passagens. Os parasitos transfectados foram
cultivados na presenga de 500 pg/mL de Geneticin (G418 - Santa Cruz
Biotechnology, USA).

3.1.2 Transfecgdo de L. amazonensis

Promastigotas em fase logaritmica de crescimento (8 x 107/mL)
foram transfectadas com plasmideo pBS:CLNEO-01/BC-LacZ-10
construido por Buckner et. al. (1996) que contém o gene da Beta-
Galactosidase de Escherichia coli (EC 3.2.1.23) (B-gal) e 0 gene da
neomicina fosfotransferase Il, que confere resisténcia ao antibiotico
G418 (BUCKNER, et al., 1996). A transfeccdo foi realizada por
eletroporacdo utilizando o Basic Parasite Nucleofector® Starter Kit
(Amaxa/Lonza) conforme as orientagdes do fabricante. Resumidamente,
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10’ parasitos lavados com PBS (Tampédo Salino Fosfato, pH 7,4) foram
coletados por centrifugacdo (2000.g/10 minutos) e suspendidos em 100
uL de Basic Parasite Nucleofactor Solution. Em seguida foram
transferidos para uma cubeta do kit e misturados com 10 pg do
plasmideo pBS:CLNEO-01/BC-LacZ-10. Os promastigotas foram
eletroporados em um dispositivo Nucleofector 2b® (Lonza) utilizando o
programa U-033, transferidos para tubos conicos contendo meio de
Schneider completo e cultivados a 26°C. Apds 24 horas iniciou-se a
selecdo dos parasitos transfectantes pela adicdo de concentracbes
crescentes de G418 (20 a 500 pug/mL), sendo posteriormente cultivados
conforme o item 3.1.

3.1.3 Clonagem de promastigotas de L. amazonensis

Visto que leishmanias tendem a crescer em cultura na forma de
rosetas (agregados de parasitos), métodos de clonagem comumente
usados, baseados somente em diluicdo limitante ou crescimento de
colénias em meio sélido ndo sdo confidveis. Uma forma de assegurar-se
de que um Unico organismo sera usado como inéculo é a através da
observacdo microscopica direta (EVANS, 1993). Sendo assim,
utilizamos o protocolo sugerido por Garin e colaboradores (2002) com
algumas modificacoes.

Uma cultura em fase logaritmica de promastigotas expressando 3-
gal foi lavada em PBS por duas vezes e suspendida em meio de
Schneider completo. Os parasitos foram quantificados por contagem em
camara de Neubauer e sua concentragdo foi ajustada para 10°
promastigotas/mL. Um uL desta suspenséo foi distribuido em placa de
cultura celular e a seguir os pogos examinados um a um em microscopio
invertido com um aumento de 300 vezes para identificacdo daqueles que
continham apenas um parasito.

Em pogos com um Unico parasito, adicionou-se 100 uL do meio
de Schneider completo e nos demais, 100 ul. de PBS para manter a
umidade na placa. A mesma foi vedada com fita e incubada por 7 dias a
26°C, quando adicionou-se mais 100 pL. de meio em cada pogo e 0
cultivo mantido por mais 7 dias. Os clones assim obtidos foram
expandidos e cultivados pela inoculagdo do conteldo de cada cavidade
positiva em meio de cultura, conforme o item 3.1.1.
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3.14 Ensaio de atividade da p-galactosidase em
promastigotas

Promastigotas foram coletadas por centrifugacdo (2.000xg/10
minutos), lavadas uma vez com PBS e quantificadas em Camara de
Neubauer. A densidade dos parasitos foi ajustada com PBS para a
concentracdo desejada e estes foram distribuidos em um volume de 200
ulL/poco em placas de 96 pogos. Adicionou-se, em seguida, 50 pL de
uma solucdo contendo 500 uM de CPRG (Sigma-Aldrich, St. Louis) e 0
detergente Nonidet P-40 (Amresco, OH) a 0,5% (v/v) diluidos em PBS.
A reacdo foi desenvolvida durante 16 horas a 37°C e lida a 570 nm com
referéncia em 630 nm em espectrofotometro Tecan® Modelo Infinite
M200.

3.15 Cultivo de células

A linhagem de células de leucemia monocitica humana aguda
THP-1 (TSUCHIYA, et al., 1980) foi obtida do criobanco do
Laboratério de Protozoologia da UFSC e cultivada em garrafas de
cultura de 75cm? contendo 12 mL de RPMI 1640 sem vermelho de fenol
(Sigma Aldrich, St. Louis), pH 7,4 suplementado com 10% (v/v) de
SBF, 12,5 mM de tampdo HEPES (Gibco, BRL), 100 U/mL penicilina,
100 pg/mL estreptomicina (GIBCO, BRL), 2 mM de Glutamax®,
(GIBCO, BRL) 1mM de Piruvato de Sddio (GIBCO, BRL) (aqui
definido como RPMI completo) e mantidas em uma incubadora
umidificada (37°C e atmosfera umidificada de 5% de CO5).

A linhagem foi mantida através de repiques no 3° ou 4 ° dia de
crescimento e reinoculadas a uma densidade de 3 x 10°/mL. Para tal,
ap6s uma lavagem em PBS, o numero de células viaveis foi
determinado pelo teste de exclusdo do azul de trypan (0,02%),
quantificado em Céamara de Neubauer e ajustado a concentragéo
desejada em meio RPMI completo. Para os experimentos, utilizaram-se
células com no maximo 15 passagens.

As linhagens celulares murinas semelhantes a macréfagos (RAW
264.7 e J774.G8) foram mantidas nas mesmas condicGes descritas
acima, mas por serem aderentes, o tapete celular foi coletado por
raspagem com auxilio de um cell scraper para o repique duas vezes por
semana.
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3.1.6 Inducdo da diferenciagdo de células THP-1

Células THP-1 coletadas no 3° ou 4° dia de crescimento foram
quantificadas conforme descrito no item 3.1.5 e induzidas a
diferenciacdo em fagocitos aderentes semelhantes a macrofagos
conforme descrito por Schwende e colaboradores (1996). Em resumo,
em placas de 96 pocos, cultivamos 3 x10* células/pogo em 200 pL de
meio RPMI completo acrescido de 100 pg/mL de Forbol-12-miristato-
13-acetato (PMA) por 72 horas a 37°C e 5% de CO,. Quando
especificado, a diferenciacdo foi realizada em garrafas de cultivo celular
de 75 cm? (6 x10° células/garrafa) em um volume de 12 mL ou em
Chamber Slides (10°/pogo em 300pL), nas mesmas condigdes descritas
acima.

3.1.7 Preparacdo dos parasitos para a infecgdo celular

Promastigotas em fase logaritmica tardia do crescimento (4° dia
de cultivo — Figura 14) foram coletadas por centrifugacdo (2.000xg/10
minutos) e lavados duas vezes em PBS. A concentracdo de parasitos foi
ajustada para 4 x 10° células /mL em meio RPMI 1640 sem vermelho de
fenol na presenca de 10% (v/v) de soro humano AB" e incubados por
uma hora a 34°C para opsoniza¢do. Subsequentemente, os parasitos
foram centrifugados (2.000xg/10 minutos) e suspendidos em meio
RPMI sem vermelho de fenol e sem SBF nas concentragdes
especificadas e adicionados sobre as monocamadas de células para
infeccdo.

3.1.8 Infeccdo das células THP-1 com L. amazonensis

Para infeccdo em placas de 96 pogos, a suspensdo de
promastigotas opsonizadas (3.1.7) foi adicionada sobre células THP-1
aderentes (3.1.6) na proporcdo de 10:1 parasitos/célula (exceto quando
outra propor¢éo for mencionada) em um volume final de 100 pL/poco.
Apos trés horas de cultivo (34°C; 5% de CO,), as monocamadas foram
lavadas com PBS para remocdo dos parasitos ndo internalizados e
cultivadas novamente por 24 horas a 34°C e 5% de CO, em 180 uL de
meio RPMI completo.

O protocolo foi idéntico para as células cultivadas em garrafas de
cultura ou Chamber Slides, porém os volumes da suspensdo de
promastigotas e de RPMI completo adicionados foram de 5 mL/garrafa
e 150 uL/pogo e 12 mL/garrafa e 450 pul/pogo, respectivamente.
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3.1.9 Isolamento de formas amastigotas intracelulares

Monocamadas de células THP-1 infectadas conforme o item 3.1.7
foram cultivadas em garrafas de 75 cm? durante uma semana em meio
RPMI completo trocado a cada 3 dias. Os tapetes celulares infectados
foram coletados por raspagem com cell scraper e rompidas para
recuperacdo dos amastigotas intracelulares conforme o protocolo
proposto por Chang (1980), com modificacdes.

As células foram centrifugadas em tubos conicos de 15 mL a
4.500xg por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
suspendido em 5 mL de PBS com 2 mM de EDTA. Esta suspenséo foi
submetida a 4 ciclos de centrifugacdo (4.500xg/10 minutos; 34°C) e
homogeneizacdo vigorosa em vortex (5 minutos). Apés uma ultima
centrifugacdo, o PBS do sobrenadante contendo a maior parte dos debris
celulares foi descartado e substituido por meio RPMI completo. O
sedimento restante foi passado 3 vezes em uma agulha de 26G% e o
nimero de amastigotas viaveis foi quantificado em Camara de Neubauer
e a viabilidade pelo método de exclusdo do azul de trypan (0,02%).

3.1.10 Ensaio de citotoxicidade

A viabilidade celular foi determinada através da técnica do MTT,
conforme descrito por Loosdrecht e colaboradores (1991) e modificada
por Sieuwerts e colaboradores (1995). A técnica consiste na
incorporacdo da substdncia hidrosolivel Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) por células viaveis que
reduzem o composto através da acdo de desidrogenases mitocondriais,
formando um sal de formazan insollvel e com coloracdo roxa, que se
deposita no citoplasma. A quantidade deste sal é diretamente
proporcional ao nimero de células viaveis.

As células foram coletadas e quantificadas conforme o item 3.1.5
e semeadas em placas de 96 pocos (4 x10” células/pogo) em 180 pL de
RPMI completo. Em seguida, 20 pL dos compostos diluidos em meio de
cultura em concentracdes decrescentes de 100 a 1,56 puM foram
adicionados sobre as células. Estas foram cultivadas por 72 horas a 37°C
e 5% de CO,. As placas foram, entdo, centrifugadas (2.700xg/10
minutos), o sobrenadante foi removido e o sedimento ressuspendido em
50 uL de uma solugdo de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis) a 3 mg/mL.
Na sequiéncia, as placas foram incubadas a 37°C no escuro durante 4
horas e depois centrifugadas (2.700xg/10 minutos). O sobrenadante foi,
entéo, retirado e o sedimento (sal de formazan) solubilizado em DMSO
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(100 uL/orificio) por uma hora sob agitacdo. A densidade oOptica foi
determinada a 540 nm em equipamento Tecan® modelo Infinite M200.

Pocos contendo apenas meio de cultura foram utilizados como
branco para cada concentracdo de compostos ou controles. DMSO 1%
(v/v) foi o controle negativo de inibicdo celular. DMSO 20% foi o
controle positivo. Anfotericina B foi testada até 10 uM. O percentual de
inibigdo (P.l.) para cada concentracdo dos compostos foi determinado
conforme a Equacéo 1.

As CCs, foram calculadas plotando-se as curvas concentragdo-
resposta em um modelo de regressdo ndo linear no programa GraphPad
Prism 5.03® (San Diego, USA).

Pl = (1 _ D. O'composto - D. O'branco —composto ) % 100

D. 0-controle negativo ~ D. O-branco —contr ole negativo

Equacdo 1 — Percentual de inibi¢do do crescimento.
3.2 INFECCAO DE CAMUNDONGOS

Amastigotas da cepa selvagem de L. amazonensis ou dos clones
expressando B-galactosidase foram obtidos de células THP-1 infectadas
(item 3.1.9) e ajustados a uma concentracdo de 2 x10” parasitos/mL em
meio RPMI.

Camundongos Balb/c (30 a 45 dias de idade) foram divididos em
3 grupos (n> 3) e inoculados na pata traseira esquerda com 50 pL (10°
amastigotas) das suspensdes de parasitos, utilizando-se uma agulha de
insulina. A pata esquerda foi inoculada com 50 pL de RPMI. O didmetro
da pata infectada foi acompanhado durante 10 semanas e mensurado
com um paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm. O tamanho da
lesdo foi expresso como a diferenga (em milimetros) entre o didmetro
das patas medido em cada ponto ap6s a infec¢do subtraindo-se o
didmetro medido antes da inoculacdo. Ao término do experimento, 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e fragmentos das
lesbes foram macerados e inoculados em meio de Schneider completo
para recuperacdo dos parasitos como promastigotas conforme descrito
no item 3.1.1.

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (CCB/UFSC) em ambiente
a 22 +2°C, emum ciclo de luz e escuriddo de 12:12h e tratados com
racdo e 4gua ad libitum. Este estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no uso de Animais da UFSC (parecer PP00822/CEUA/2012).
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3.3 TRIAGEM DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA
INTRACELULAR DE COMPOSTOS

3.3.1 Ensaio colorimétrico para triagem de compostos
leishmanicidas

Conforme mencionado, células THP-1 aderentes, diferenciadas
em placas de de 96 pogos (item 3.1.6) foram infectadas com clones de L.
amazonensis expressando a enzima B-gal (item 3.1.7). Ap6s 24 horas de
incubacdo, para permitir a transformacdo dos promastigotas em
amastigotas, as células foram tratadas com 20 pL dos compostos
diluidos em meio de cultura em diferentes concentracdes e as células
cultivadas 48 horas a 34°C e 5% de CO,. O sobrenadante foi removido e
acrescentado 250 uL de PBS contendo CPRG (100 pM) e NP-40 0,1%
(v/v). A reacdo foi desenvolvida durante 16 horas a 37°C e lida a 570
nm com referéncia em 630 nm em equipamento Tecan® Modelo
Infinite M200. O procedimento do ensaio colorimétrico usado na
triagem de compostos esta esquematizado na Figura 9.

Figura 9 — O ensaio colorimétrico para teste de compostos

Diferenciacdo de Infecgdo Com
Células THP-1 Promastigotas 3 i
Incubacéao Leitura
(PMA 100 ng/mL) 10:1;3h 34 C; 59{? cO, 570/630 nM
Tratamento CPRG
(compostos) 100 pM
B
-\\\ poL
& 5B,
.I e P [} .T. eaa]
0 6 7
DIAS

Pocos contendo células ndo infectadas foram utilizados como branco para cada
concentracdo de compostos ou controles. DMSO 1% (v/v) foi o controle
negativo de inibicdo de L. amazonensis. Anfotericina B 1 uM foi o controle
positivo.

O percentual de inibicdo (P.l.) para cada concentracdo dos
compostos foi determinado conforme a Equacdo 1. As Cls, foram
calculadas plotando-se as curvas concentracdo-resposta em um modelo
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de regresséo ndo linear no programa GraphPad Prism 5.03® (San Diego,
USA).

3.3.2 Avaliacdo da atividade leishmanicida pela contagem
em microscépio optico

O protocolo de infeccdo e tratamento com os compostos foi
realizado de forma idéntica ao item 3.3.1. Entretanto, Para avaliar a
atividade antiparasitaria as monocamadas foram lavadas com PBS,
fixadas com metanol (2 minutos) e coradas pelo Giemsa (20 minutos). O
nimero de parasitos intracelulares e o percentual de células infectadas
foram quantificados em 100 células/poco para determinacdo da reducédo
do Indice Parasitario (IP- Equagdo 2.), conforme Sereno e colaboradores
(2000). O IP atribui peso tanto a reducdo no numero de células
infectadas quanto a diminuicdo na carga parasitaria em relacdo ao
controle negativo. As Clsg foram calculadas da mesma forma descrita
para o teste colorimétrico.

P (1 Amastigotas /célula,, qiqq0s X % de células infectadas  qiados

- 7 - - X 100
Amastigotas [célulapyso1g, X % de células infectadaspyso 1%)

Equacédo 2 — Percentual de reducdo do indice parasitéario.

As células cultivadas em Chamber Slides também foram coradas
pelo Giemsa do mesmo modo descrito acima.

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA
DO ACIDO GALICO E MOLECULAS RELACIONADAS

Utilizando o teste de triagem colorimétrico, visamos determinar a
atividade leishmanicida de um grupo de moléculas (Figura 10) e
melhorar a sua eficdcia e seletividade, conforme o0s passos
esquematizados Na Figura 11.
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Figura 10 — Os compostos testados
B
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galatos de alquila, onde R representa uma cadeia carbdnica contendo 8, 10, 11,
12 ou 14 atomos de carbono.

Os compostos testados (Figura 10) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich, com excecdo dos galatos de decila, undecila e tetradecila,
obtidos pela esterificacdo do acido galico no Laboratorio de Sintese e
Atividade do Departamento de Quimica da UFSC, sob supervisdo do
Professor Ricardo José Nunes, conforme descrito por Leal e cols (2009).

Os compostos testados neste estudo foram inspirados na molécula
de GO (Figura 10A) e representam modificacdes em sua estrutura
guimica. Tais mudangas visaram verificar o efeito destas variacdes sobre
a atividade leishmanicida. As modificacOes estudadas foram: retirada do
grupo carboxila (Figura 10B), modificacdo no anel aromatico (Figura
10C), metilagdo das hidroxilas nas posices 3, 4 e 5 (Figura 10D),
esterificacdo do andlogo da Figura 10D, formando o composto da Figura
10E, aumento do espagcamento entre o anel aromatico e o grupamento
carboxila por uma ligagao insaturada e retirada de um grupo hidroxila na
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posicdo 3 (Figura 10F) e variagcBes no comprimento da cadeia alquilica
dos ésteres de GO (Figura 10G). Tais modificacbes permitiram
estabelecer relagGes entre a estrutura e a atividade destes compostos e
sugerir mudancas que podem ter influéncia sobre a atividade
leishmanicida desta classe de moléculas.

Os valores calculados de LogP (cLogP) foram obtidos no
programa Spartan 10 (Wavefunction) apés otimizacdo geométrica das
moléculas utilizando um método semi-empirico de mecéanica quéantica
(Austin Model 1 - AM1).

Como controle positivo de atividade leishmanicida foi utilizada a
Anfotericina B (Sigma-Aldrich, Saint Louis). Para uso, os compostos e
farmacos foram solubilizados a uma concentragdo de 50 mM em
dimetilsulféxido (DMSO — Merck, Hohenbrunn), mantidos a -20°C e
utilizados no maximo até 48 horas apos.
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Figura 11 — Os ensaios de atividade antiparasitaria e os critérios de
progressdo para 0s compostos ativos
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34.1 Producédo de Nanocapsulas Poliméricas Contendo G8 e
G12

A preparacdo de nanocéapsulas de G8 e G12 foi realizada pelo
Doutorando Paulo Emilio Feuser, do Laboratério de Controle de
Processos (LCP) da UFSC, utilizando o método de encapsulamento via
polimerizagdo em miniemulsdo com auxilio da técnica de
nanoprecipitacdo, desenvolvido e validado no proprio LCP (FEUSER,
2012). As nanocapsulas contendo os galatos foram suspendidas em
DMSO antes do seu uso. Nanocapsulas ndo carregadas foram utilizadas
para comparacdo da atividade leishmanicida.
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4RESULTADOS E DISCUSSAO

41 DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE PARA
DETECCAO DE AGENTES ATIVOS CONTRA AMASTIGOTAS DE
L. amazonensis

411 Expressdo da p-galactosidase e selecéo de clones dos
parasitos transfectados

Apos a transfeccdo com o plasmideo contendo o gene de interesse
e selecdo da populacgdo transfectante com o antibidtico G418 (Populacéo
LacZ), confirmamos a presenca da enzima ativa nestes parasitos (Figura
12) através da incubacdo destes com o substrato CPRG.

A clivagem de CPRG no cromoforo vermelho de fenol é
catalisada pela enzima p-galactosidase produzindo uma coloracdo
vermelha que é detectdvel por espectrofotometria a 570 mm. Para
melhorar o limite de deteccdo, lisamos células e parasitos com o
detergente NP-40 no momento da adicdo da CPRG. Isto provoca a
liberacdo da enzima ativa do meio intracelular, permitindo maior acesso
ao substrato e leituras mais altas (EUSTICE, et al., 1991).

Parasitos do género Leishmania possuem uma grande diversidade
populacional interespecifica e inter cepas. Cepas sdo compostas por
populacdes multiclonais de parasitos com grande heterogeneidade em
diversos aspectos genéticos e fenotipicos como, por exemplo, a
viruléncia e o tempo de crescimento in vitro e in vivo (MENDEZ, et al.,
2001; GARIN, et al., 2011).

Quando genes reporter estdo presentes em plasmideos, o sinal
produzido pelo produto de expressdo pode depender do nimero de
copias do plasmideo, que varia de célula para célula, e pode ocultar o
efeito de um composto ativo (MONTE-ALEGRE; OUAISSI; SERENO,
2006). O isolamento de uma populacdo clonal que reproduza o
comportamento bioldgico da cepa original contribui para a obtencdo de
resultados mais homogéneos e reprodutiveis nos ensaios de inibicdo
intracelular. Isto exclui variantes inerentes a heterogeneidade de
expressao e viruléncia dos parasitos e possibilita a selecdo de individuos
com um nivel adequado de expressdo do gene de interesse.

A partir da populagdo LacZ foram isolados 10 clones (cerca de
16% do total semeado). Dentre estes, apenas 6 foram capazes de manter
0 crescimento na presenca do antibidtico seletor G418. Estes seis clones
foram avaliados quanto a expressdo de B-gal (Figura 12A) plagueando-
se nimeros conhecidos de promastigotas em placas de 96 pocos e
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comparado a expressdo da enzima nestes em relagdo a populagéo-LacZ
(ANOVA de duas vias seguido de Bonferroni).

Verificamos que partir dos pogos onde havia a presenga de pelo
menos 1.950 parasitos, os clones D8, E8 e H8 expressaram a enzima em
quantidades significativamente inferiores a média da populacdo-LacZ
(p<0,05), sendo que a partir de 3.910 parasitos a diferenca detectavel
aumentou (p<0, 001).

Por outro lado, os clones C12 e E9 apresentaram niveis
equivalentes de expressdo em relacdo a populacdo multiclonal (p>0,05),
enquanto que clone B11 obteve niveis mais altos a partir de 1.950 e
3.910 parasitos por poc¢o (p<0,05 e p<0,001, respectivamente).

Figura 12 — Expresséo da p-galactosidase em promastigotas
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média * desvio padrdo de um experimento em quadruplicata.

Visando assegurar uma populacdo clonal homogénea, o
procedimento de clonagem foi repetido para os trés clones com nivel de
expressdo mais alto: B11, C12 e E9. Desta forma, diversos subclones
foram gerados e dois destes foram escolhidos aleatoriamente em cada
grupo e comparados da mesma forma quanto a expressdo da enzima
(Figura 12B).

Os subclones B11D10 e C12B10 apresentaram atividade
enzimatica detectavel mais elevada do que a populagdo LacZ apenas a
partir de 31.250 parasitos (p<0,01), e o subclone C12B10 a partir de
15.630 parasitos (p<0,001). Ja os subclones B11A10, E9H10 e C12D9
tiveram atividade enzimética mais alta que a média de LacZ a partir de
3.910 parasitos (p<0,05).

Para os subclones B11A10, E9H10 e C12D9, a atividade de p-gal
pode ser detectada a partir de 1.950 parasitos/pogo (p<0,001).
Considerando que niveis altos de expressao da proteina de interesse séo
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desejaveis por produzirem um sinal mais facilmente detectavel e
conseqientemente melhorando a sensibilidade do teste, os testes
subsequientes foram realizados majoritariamente com os subclones
C12D9 ou B11A10.

Buckner e colaboradores (1996) transfectaram de forma
integrativa as cepas Tulahuen e CL de T. cruzi com o gene LacZ
utilizando o mesmo vetor empregado em nosso estudo para transfecgédo
em L. amazonensis. No trabalho mencionado, os autores reportam que
apés a lise com NP-40, foi possivel detectar até 500
tripomastigotas/poco, uma sensibilidade 3,9 vezes maior do que a
encontrada no presente estudo. Entretanto, para L. amazonensis
expressando a enzima B-lactamase, a sensibilidade reportada em um
teste colorimétrico foi de 20.000 parasitos (BUCKNER; WILSON,
2005). Por outro lado, Roy e colaboradores (2000) utilizando L. major e
L. donovani expressando o gene da luciferase demonstraram uma
elevada sensibilidade do teste, onde foi possivel detectar 10
parasitos/poco. Contudo, ensaios utilizando a luciferase dependem de
rGAentes e equipamentos com custo elevado o que dificulta a sua
utilizacdo em larga escala na triagem de compostos que podem envolver
centenas de milhares de testes (MANDAL, et al., 2009; GUPTA,
NISHI., 2011).

4.1.2 Linearidade da atividade da p-galactosidase

Novos procedimentos experimentais sdo desejaveis para melhorar
a precisdo, acuracia, reduzir o esforco técnico, melhorar a eficiéncia,
tempo de execucdo ou custo do teste. Deve-se considerar, entretanto,
gue quando um novo método é proposto, a capacidade deste em
reproduzir resultados de forma acurada quando comparado a um
procedimento de referéncia é indispensdvel para a validagdo
metodologica (LUMSDEN, 2000). Neste contexto, verificamos se a
deteccdo da atividade de B-gal era capaz de reproduzir os resultados
encontrados por metodologias classicas de quantificacdo de parasitos in
vitro.

A contagem visual e diluicdo seriada de promastigotas dos clones
B11A10, C12D9 e E9H10 demonstraram uma relagdo linear com a
absorbancia medida a 570/630 mm no intervalo de 1.950 a 125.000
parasitos. Correlagdes positivas foram verificadas entre a absorbancia e
a conta%em dos clones B11A10, C12D9 e E9H10 através de regressdo
linear (r* = 0,9607, 0,9352 e 0,9375, respectivamente). Os resultados séo
mostrados na Figura 13 A, B e C. O coeficiente de variacdo maximo no
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intervalo avaliado foi de 9,2%, nos pogos com ndmeros menores de
parasitos (1.950).

Figura 13 — Relagdo entre a atividade enzimética e 0 nimero de parasitos
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NUmeros conhecidos de promastigotas foram incubados com CPRG (vide item
3.1.4) ou ceélulas foram infectadas com proporgdes parasito:célula variaveis e
submetidas ao teste colorimétrico (vide item 3.3.1) ou a contagem visual (item
3.3.2). Correlagdo entre a DO e 0 nimero de promastigotas para os clones (A)
B11A10, (B) C12D9 e (C) E9H10. Correlagdo entre a DO e o nimero de
amastigotas intracelulares para o clone C12D9 (D). Os pontos representam a
média * desvio padrdo de dois experimentos em quadruplicata.

Okuno e colaboradores (2003), utilizando entre 200.000 e
1.200.000 promastigotas de L. amazonensis expressando p-gal
demonstraram uma correlacdo positiva entre a contagem e a atividade da
enzima (r2= 0,9827). Em nosso estudo, utilizando um nimero de
parasitos que variou de 1.950 a 125.000 obtivemos um r” que variou de
0,9352 a 0,9607. Considerando que as correlages foram semelhantes,
nosso teste demonstrou vantagens, visto que detecta um ndmero 100
vezes menor de parasitos (até 1.950) sem perda considerdvel da
linearidade .
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Dada a aplicagdo destinada ao ensaio, este precisa
necessariamente refletir com acuracia o nimero de amastigotas de L.
amazonensis em macrofagos. Para verificar se o sinal produzido pelos
parasitos transfectados mantinha-se detectavel e linear mesmo na forma
de amastigota intracelular, infectamos monocamadas de células THP-1
com promastigotas do clone C12D9 em diferentes proporgdes
parasitos:célula (0,625 a 10:1).

Os resultados mostraram uma relagéo linear (r°=0,9101) entre o
numero de parasitos intracelulares determinados por microscopia Optica
e a atividade da enzima [B-gal medida no teste colorimétrico (Figura
13D). No estudo de Okuno et al (2003) os autores descreveram uma
sensibilidade do teste de até 350 amastigotas/100 células com um r? de
0,9652. No presente estudo foi possivel detectar até 14 amastigotas/100
células, o que reflete em uma sensibilidade cerca de 25 vezes maior a
reportada por Okuno e colaboradores (2003).

Estes resultados indicam que o método padronizado no presente
estudo permite estimar de forma sensivel e acurada o numero global de
parasitos em células infectadas quando comparado aos métodos
classicos de quantificacéo.

4.1.3 A transfeccdo com o plasmideo pBS:CLNEO-01/BC-
LacZ-10 ndo alterou parametros biolégicos da cepa

A transformacdo de parasitos pode ter consequiéncias biolégicas,
pela alteracdo na estrutura gendmica, no perfil de sensibilidade a
antibidticos, ou simplesmente pela presenca de um produto génico
estranho ao organismo em questdo (MONTE-ALEGRE; OUAISSI;
SERENO, 2006; SERENO, et al., 2007; GUPTA; NISHI., 2011). Sendo
assim, avaliamos alguns parametros importantes da biologia de L.
amazonensis que poderiam implicar diretamente na validade do nosso
método.

Na Figura 14 estdo plotadas as curvas de crescimento in vitro de
promastigotas dos clones B11A10, C12D9 e E9H10 e da populacéo
selvagem de L. amazonensis.
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Figura 14 - Curvas de crescimento da cepa selvagem e dos clones
transfectados
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clones B11A10 (A), C12D9 (@) e E9H10 (M) derivados da populacéo LacZ.
Os pontos representam a média + desvio padrdo de dois experimentos em
duplicata

Observa-se um perfil de crescimento semelhante para os clones
B11A10 e C12D9, porém o clone EQH10 parece multiplicar-se de forma
um pouco mais lenta do que os demais. Devido ao crescimento mais
lento, o clone E9H10 foi descartado dos estudos subseqlientes.

Avaliamos também a habilidade dos clones B11A10 e C12D9 em
infectar células THP-1, como uma medida de sua viruléncia (Figura 15).
Nenhuma diferenca significativa (p>0,05; ANOVA de uma via) no
percentual de células infectadas (Figura 15A) ou a carga parasitaria,
expressa como 0 numero de amastigotas contados em 100 células
aleatorias (Figura 15B) foi encontrada entre a cepa selvagem e os clones
transformados.

Por fim, para verificar se os parasitos transfectados tiveram sua
patogenicidade prejudicada, camundongos Balb/c foram infectados com
os clones ou com a cepa selvagem e a evolugdo das lesfes nas patas
foram acompanhadas por 10 semanas (Figura 16D). Ao final da décima
semana, nenhuma diferenca pdde ser visualizada entre o tipo de leséo
produzida por L. amazonensis selvagem ou pelos clones (Figura 16A,
17B e 17C). A medida semanal das lesGes, expressa como aumento na
espessura das patas infectadas, demonstrou que a progressdo da doenga
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foi igual para todos os grupos durante todo o periodo de duracdo do
experimento (p>0,05; ANOVA de duas vias). A variacdo no peso
corpéreo dos diferentes grupos de animais também ndo foi significativa
no periodo analisado (dados ndo mostrados).

Figura 15 — Infectividade dos parasitos sobre células THP-1
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Comparacédo da Infectividade para células THP-1 dos clones expressando B-gal
em relacdo a populagdo selvagem. (A) Percentual de células infectadas. (B)
Carga Parasitaria. As barras representam a média + desvio padrdo de dois
experimentos em quadruplicata. ns = p>0,05; ANOVA de uma via.

Figura 16 — Edema de pata em camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis
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Fotografias representativas da lesdo na pata esquerda produzida por (A)
populacdo selvagem, (B) clone B11A10, (C) clone C12D9 (C).
Acompanhamento da progressao da lesdo de pata em camundongos infectados
com a populacdo selvagem (%), clone B11A10 (A) e C12D9 (@) (D). Os
pontos representam a média + desvio padrdo (n = 3 animais por grupo).

Tendo em conta o carater policlonal das cepas de Leishmania
spp, espera-se que existam variagfes inter individuais, mesmo em
parasitos nio modificados geneticamente (MENDEZ, et al., 2001;
GARIN, et al., 2002; GARIN, et al., 2011). Em nossas condic@es, a
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Unica variavel onde houve diferenca entre os individuos foi o perfil de
crescimento in vitro que, entretanto, foi mais acentuado somente para o
clone E9H10. Méndez e colaboradores (2001) j& haviam descrito
diferencas neste parametro para clones isolados da cepa
MCAN/ES/88/ISS44 de L. infantum chagasi. Ndo ha, portanto, como
definir se a diferenca encontrada deve-se a introducdo do gene repérter
ou se é uma caracteristica intrinseca deste clone. Ndo obstante, para
reproduzir o comportamento tipico da cepa original, apenas os clones
com perfil mais semelhante ao selvagem foram utilizados para
experimentos de triagem de compostos.

414 Estabilidade da transfeccio com o plasmideo
pBS:CLNEO-01/BC-LacZ-10

O uso de vetores para expressdo epissomal de genes reporter
possui limitagdes como a heterogeneidade na expressdo na populacdo
transfectada devida a ampla variacdo no nimero de copias do plasmideo
por célula e a perda do plasmideo na auséncia de pressdo seletiva para o
marcador de resisténcia (MISSLITZ, et al., 2000; BOLHASSANI, et al.,
2011). A heterogeneidade na expressdo pode ser minimizada pela
selecdo de clones dos parasitos, conforme descrevemos acima.

Para estimar a estabilidade do plasmideo, os clones B11A10 e
C12D9 foram mantidos em auséncia da pressdo seletiva de G418 por
sete semanas e a expressdo da B-gal foi medida semanalmente (Figura
17).

A partir da segunda semana de cultivo sem G418 os parasitos ja
apresentaram uma redugdo significativa na atividade enzimatica em
relacdo a seus pares mantidos na presenca da droga (p<0,001; ANOVA
de duas vias seguido de Bonferroni). Tal diferenca acentuou-se
gradativamente ao longo do tempo de permanéncia sem a droga. Na
sétima semana de avaliagdo a expressdo de B-gal do clone B11A10 foi
de 2% e a do clone C12D9 de 31% da atividade enzimética inicial.

Embora experimentos de southern blotting para verificar a
integracdo do gene de interesse ao genoma do parasito ndo tenham sido
realizados, é pouco provavel que a integracdo tenha ocorrido, visto que
o0 plasmideo foi transfectado na forma circular e o comportamento de
reducgdo da atividade enzimatica na auséncia de G418 foi observado.
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Figura 17 - Atividade da enzima B-gal em clones de L. amazonensis
transfectados e mantidos na auséncia de G418
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Promastigotas dos clones B11A10 (circulos) e C12D9 (quadrados) foram
mantidos na presenca de 500 pg/mL do antibidtico seletor G418 (simbolos
fechados) ou na auséncia de G418 (simbolos abertos) durante 7 semanas. Para
0s ensaios, 0s parasitos foram semeados em placas de 96 pocos (10*
parasitos/pogo) e desenvolvidos com CPRG. Os pontos representam a média *
desvio padrdo de um experimento em octoplicata.

Escolhemos entdo o clone C12D9 para avaliar a estabilidade do
plasmideo em parasitos intracelulares, ou seja, nas mesmas condicdes de
um teste in vitro de atividade de compostos. Para isso, células THP-1
foram infectadas conforme o item 3.1.8, cultivadas durante uma semana
e entdo rompidas conforme 3.1.9. Os amastigotas obtidos foram
semeados em meio de Schneider (sem G418) para que se convertessem
novamente a promastigotas, nos quais a atividade da B-gal foi avaliada
(Figura 18).



7

Figura 18 — Atividade da B-gal no clone C12D9 apds passagem em
células e em camundongos
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Promastigotas da cepa selvagem ou do clone C12D9, re-isolados de células
THP-1 (apds uma semana de infeccdo) ou de lesdes de camundongos infectados
(ap6s dez semanas de infecgdo). As barras representam a absorbancia média
produzida por 10* parasitos/poco de um experimento realizado em octoplicata
em placas de 96 pocos. *** = p< 0,001; ANOVA de uma via seguido de
Bonferroni.

Verificamos que os parasitos mantidos em células THP-1 durante
uma semana ainda apresentavam 80% da atividade de p-gal em relagédo
aqueles mantidos com G418 (p< 0,001). Como este tempo de
permanéncia na condicdo intracelular é duas vezes maior que o tempo
de um teste de atividade de compostos (item 3.3.1), a estabilidade deste
clone é aceitavel para esta finalidade.

Para investigar se a expressdo permanece estavel em um
ambiente complexo de interagdo com o hospedeiro mamifero, parasitos
foram recuperados de lesGes de camundongos infectados com o clone
C12D9 na décima semana pos infecgdo. Na Figura 18, mostramos que
0s parasitos mantidos in vivo por 10 semanas conservaram 31% da
expressdo de fB-gal comparados com aqueles mantidos em cultura sob
pressdo constante de G418 (p< 0,001).

Geralmente epissomos circulares sdo instaveis na auséncia de
pressdo seletiva, mas recombinantes estaveis sdo formados se os
circulos se integram ao genoma (CLAYTON, 1999). A queda na
expressdo de genes repdrter em Leishmania spp. com plasmideos
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epissomais apds passagem in vivo ou na auséncia de drogas seletoras €
um fenémeno relatado com freqiiéncia (ROY, et al., 2000; OKUNO, et
al., 2003; CHAN, et al., 2003; ASHUTOSH; RAMESH; GOYAL,
2005).

Uma forma alternativa de superexpressdo de um gene € a sua
insercdo no DNA genbmico. O promotor do gene do RNA ribossomal
de Leishmania tem sido usado com sucesso para expressao de proteinas
repdrter, pois permite a expressao constitutiva dos transgenes, mesmo na
auséncia de antibidticos seletores (KAYSEL-CRUZ, et al.,, 2009).
Entretanto, as leishmanias apresentam alta taxa de recombinagédo e
plasticidade gendmica, ndo garantindo também a caracteristica estavel
sem sele¢do continua (SQUINA, et al., 2007). Esta alternativa € uma
perspectiva para um trabalho futuro e estad sendo estudada pelo nosso
grupo para melhorar a estabilidade da expressao.

4.15 As células THP-1 possuem menor background de sinal
para o teste de atividade da p-galactosidase

Leishmania spp. sdo parasitos intracelulares obrigatrios nos
hospedeiros vertebrados, sendo que as células-alvo mais comuns sdo 0s
macréfagos teciduais (CUNNINGHAM, 2002). Portanto, para que haja
uma representacdo bona fide dos eventos de infecgdo e proliferacdo do
parasito in vivo, um teste intracelular de atividade contra Leishmania
spp. deve necessariamente empregar células fagociticas.

Visto que a B-galactosidase é expressa de forma constitutiva por
diferentes tipos celulares em mamiferos em quantidades facilmente
detectaveis por técnicas histoquimicas (DIMRI, et al., 1995), e que tanto
fagécitos murinos quanto humanos possuem niveis elevados desta
enzima (BURSUKER; RHODES; GOLDMAN, 1982), a sele¢do de uma
linhagem celular fagocitica que apresente baixa atividade J-
galactosidase é de central importancia, visto que esta influenciara
diretamente na linha de base (background) do teste e conseqlientemente
no seu desempenho e sensibilidade.

Em fato, a maior critica ao uso de B-gal um repdrter em testes de
inibicdo contra parasitos intracelulares é o alto background produzido
pelas células hospedeiras (GUPTA; NISHI., 2011; MONTE-ALEGRE;
OUAISSI; SERENO, 2006). Mesmo assim, OKUNO e colaboradores
(2003) estabeleceram com sucesso uma linhagem de L. amazonensis
expressando B-gal. No trabalho referido verificou-se uma correlacdo
positiva entre 0 nimero de parasitos intracelulares e a atividade de [3-
gal, mas ndo demonstrou-se a sua aplica¢do na identificacdo de agentes
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com atividade leishmanicida sobre amastigotas. Por outro lado, Buckner
e Wilson (2005) relataram uma tentativa frustrada do uso desta enzima
em um modelo amastigota-macrdfago de triagem de compostos contra
Leishmania spp, devido ao alto background. O emprego de uma
linhagem celular proliferativa ao invés de uma cultura de células
primarias, como no método classico amastigota-macréfago murino torna
0 teste mais barato, rapido e reduz o uso de animais.

Para contornar este problema, testamos a atividade da enzima -
galactosidase em trés linhagens celulares fagociticas susceptiveis a
infeccdo por L. amazonensis: THP-1, RAW 264.7 e J774.G8.

A Figura 19 demonstra que, conforme esperado, as trés linhagens
celulares testadas foram capazes de degradar CPRG em quantidade
significante em relacdo a um controle sem a presenca de células
(p<0,001). Os macréfagos murinos J774.G8 apresentaram a maior
atividade enzimatica, seguido dos macréfagos RAW 264.7. Por outro
lado, verificamos que as células THP-1 degradam o substrato CPRG
com uma eficiéncia bem inferior a das demais linhagens testadas
(p<0,001), gerando um background consideravelmente menor e menos
interferéncia na leitura do teste com parasitos transfectados, sendo
escolhida para os experimentos subseqiientes.

Figura 19 — Atividade da B-gal em células THP-1, RAW 264.7 e J774.G8 nédo
infectadas
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A identificacdo das células THP-1 como hospedeiras de baixa
interferéncia contribui ndo apenas para o alto desempenho do teste
proposto neste trabalho, mas também pode ser Util no aperfeicoamento
dos procedimentos de triagem de substancias ativas contra outras
espécies de parasitos transfectados com B-gal, como o método de
Buckner e colaboradores (2005), preconizado por Romanha e
colaboradores (2010), para T. cruzi, e o de McFadden et al (1997) para
Toxoplasma gondii.

Essa linhagem celular cresce em cultura de forma ndo aderente,
podendo ser induzida a diferenciacio a um tipo celular aderente
semelhante a macrdéfago através da incubacdo com ésteres de forbol
(TSUCHIYA, et al, 1982). Estes mimetizam o0s efeitos do
diacilglicerol, o ativador fisiolégico da proteina quinase C (PKC),
envolvida na regulagdo da proliferacdo e diferenciacdo celular
(PARKER, et al., 1989).

Células THP-1 diferenciadas ja sdo utilizadas ha 20 anos, com
sucesso, para triagem de agentes ativos contra Leishmania (GEBRE-
HIWOT, et al.,, 1992), sendo empregadas em trabalhos recentes de
avaliacdo de grandes quimiotecas de compostos contra diferentes
espécies de Leishmania spp, utilizando técnicas de HTS (SIQUEIRA-
NETO, et al., 2012; DE MUYLDER, et al., 2011), o que as torna mais
adequadas aos nossos propositos.

As células THP-1 apresentam ainda a vantagem de serem pouco
ou ndo proliferativas ap6s a diferenciacdo (SCHWENDE, et al., 1996).
Linhagens proliferativas podem trazer problemas em testes de atividade
anti-leishmania, visto que muitas vezes seu tempo de duplicagdo pode
ser menor ou igual ao do parasito, ou células ndo infectadas podem
crescer mais rapidamente do que as infectadas, levando a resultados de
cargas parasitarias e percentuais de infecgdo erroneamente baixos.

4.1.6 Otimizacéo do protocolo usado na triagem de
compostos

O protocolo para o ensaio de triagem foi otimizado através de
dados da literatura e experimentacdo de diferentes condicoes.

As células THP-1 foram as mais adequadas ao método proposto
(vide 4.1.5). Sua diferenciagdo foi realizada cultivando-as com
diferentes concentragbes do Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) em
diversos tempos de incubacdo. Um niimero de 3 x 10* células/poco foi
adotado, pois permitiu a formagdo de uma monocamada confluente e
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homogénea, com poucas células sobrepostas, ao contrario da incubacéo
com 4 x 10* células/poco.

O modelo de infeccdo adotado foi baseado no uso de
promastigotas do clone C12D9 na fase exponencial tardia (4° dia de
cultivo - Figura 14) para infeccdo de células THP-1 em placas de 96
pocos. Nesta fase do crescimento em cultura ha uma proporcdo maior de
promastigotas metaciclicos, favorecendo a internalizacdo do parasito e a
obtencdo de maiores taxas de infeccdo (LUZ, et al., 2009). A incubacéo
de 10 promastigotas/célula durante 3 horas, seguida de uma lavagem
com PBS resultou em taxas de infeccdo superiores a 70% (Figura 15).
Um periodo de 72 horas de incubacao das células infectadas foi adotado
por ser suficiente para que haja replicacdo intracelular dos parasitos
(ANTOINE, et al., 1990; MOREHEAD; COPPENS; ANDREWS,
2002).

Okuno e colaboradores (2003) especularam que quantidades de -
gal ativa, oriundas dos parasitos intracelulares mortos poderiam ser
secretadas no sobrenadante pelas células infectadas, levando a leituras
falso positivas. Em experimentos preliminares (dados ndo mostrados)
também observamos este fendbmeno. Em virtude disso, ao final do tempo
de incubacdo, substituimos o sobrenadante por uma solugdo de CPRG
diluido em PBS detectando apenas a enzima presente no meio
intracelular.

A incubacgdo com substrato foi realizada por 16 horas, conforme
descrito por Buckner e colaboradores (1996). Por tratar-se de um ensaio
colorimétrico, é possivel que alguns extratos, fracbes e compostos
possam interferir na leitura por absorverem luz no mesmo comprimento
de onda analisado. Para minimizar o impacto deste fator, utilizamos um
“branco”, no qual monocamadas celulares ndo infectadas foram
incubadas na presenca de cada concentracdo do composto testado. A
absorbancia do branco é entdo subtraida daquela obtida nos pocos
contendo células infectadas.

4.1.7 Comparacéo do método colorimétrico com a contagem
microscopica utilizando a anfotericna B

A validagdo farmacol6gica é um parametro importante para que
um teste de atividade de compostos seja considerado adequado para
utilizacdo (SIQUEIRA-NETO, et al., 2012). Para comprovar a eficiéncia
da nossa metodologia, determinamos curvas concentragdo resposta do
farmaco de referéncia Anfotericina B sobre amastigotas intracelulares de
L. amazonensis, comparando a detecgdo colorimétrica da atividade de f3-
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gal com a contagem visual do nimero de parasitos intracelulares em
células THP-1 coradas pelo Giemsa (Figura 20).

Figura 20 — Curvas concentracdo resposta da Anfotericina B
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Quantificacdo colorimétrica (0) e microscdpica (@) da atividade do farmaco de
referéncia Anfotericina B sobre L. amazonensis intracelular em células THP-1.
Pontos ou barras representam a média + desvio padrdo de no minimo 2
experimentos em triplicata.

As Clgp foram de 0,07 = 0.02 uM ¢ 0,09 £+ 0,01 uM para o teste
colorimétrico e a contagem microscopica, respectivamente. Nota-se uma
grande semelhanga entre os valores obtidos pelos diferentes
procedimentos, validando assim o método proposto.

Verificamos que em concentracfes mais baixas do farmaco, ou
seja, onde ha um ndmero maior de parasitos, a concordancia entre os
métodos foi menor. Uma possivel explicacdo é que a acurdcia no
método visual seja prejudicada devido a dificuldade na quantificacdo
precisa do nimero de amastigotas em células muito infectadas.
Adicionalmente, a quantificacdo por este método é feita por
amostragem, enquanto que o ensaio colorimétrico considera a totalidade
dos parasitos.

Os estudos que contemplam uma analise mais apurada da
reprodutibilidade dos métodos usados na triagem de farmacos contra
Leishmania spp. ndo sdo numerosos. Contudo, a Tabela 3 mostra
coeficientes de variacao para a Clso de Anfotericina B sobre amastigotas
intracelulares de diversas espécies do parasito obtidos em diferentes
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estudos para fins de comparacdo do desempenho do teste desenvolvido
no presente estudo com 0s demais ensaios descritos na literatura.

Tabela 3 — Coeficientes de variagdo da Cls, de Anfotericina B sobre amastigotas
intracelulares de Leishmania spp. em diversos métodos de avaliagdo da
atividade de compostos.

Espécie e/ou Cepa Referéncia Método C.V. (%)
L. amazonensis Presente estudo  Colorimétrico 29
L. amazonensis Wﬁggﬁ,nzeg% Colorimétrico 9
L. donovani Selfezr(t);ogroft, C(\)?its‘atjgjm 3
L. donovani Mangzlégt al. Colorimétrico 1,5a100
L. donovani Singzt:),oe; al. Fluorimétrico 11al4
Loonovani SAAEOT Avomatzada 0
L'(jﬁ;zggm Lach%%get al, Luminométrico 11a41
L. major Wﬁggﬁ,ng(r);OS Colorimétrico 10

C.V.= Coeficiente de Variacéo.

4.1.8 Indicadores da qualidade do teste

Para Zhang e colaboradores (1999), durante o processo de
validacdo de um teste de triagem, é crucial realizar diversas placas de
ensaios contendo controles positivos e negativos para calcular a
reprodutibilidade e variacdo do sinal obtido nos dois extremos do
intervalo. A diferenca entre a média dos controles define o intervalo
dindmico do ensaio. Quanto mais ampla esta diferenca e menor a
variacdo dos controles, melhor é a capacidade do teste em discernir um
verdadeiro composto ativo.
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Figura 21 —Distribuicéo da densidade 6ptica média dos controles
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Os pontos simbolizam a DO do controle negativo DMSO 1% (@) e do controle
positivo Anfotericina B 1uM (O). Linhas sélidas representam a média dos
respectivos controles e as tracejadas indicam 2 desvios padrdo da média

A reprodutibilidade e robustez do nosso método, foram avaliadas
utilizando-se os resultados dos controles de multiplas placas realizadas
por trés diferentes operadores ao longo de trés meses. A Figura 21
demonstra a distribuicdo dos resultados dos controles de qualidade deste
periodo. A DO media foi de 1,71 + 0,22 para o controle negativo
(DMSO 1%) e 0,19 £ 0,07 para o controle positivo (Anfotericina B 1
uM). Pode-se observar uma ampla banda de separacdo entre a média dos
controles (intervalo dindmico). Quanto a reprodutibilidade, o controle
negativo apresentou CV intra-ensaio de 7,3% e inter-ensaios de 12,8%.
Ja para o controle positivo, obtivemos CV intra-ensaio de 17% e
interensaio de 36,8%. A maior varia¢do na densidade Optica do controle
positivo € esperada, pois estando em uma faixa onde o sinal é baixo,
diferencas absolutas minimas sdo traduzidas em uma alta variacdo
relativa.

O presente método foi desenvolvido para realizagdo em pequena
escala, embora sua natureza permita a automacéo de diversas etapas. O
uso de pipetadores e incubadores robotizados possivelmente aumentaria
o desempenho dos indicadores da qualidade demonstrados, a capacidade
de triagem, a seguranca da equipe (menos manipulacdo de agentes
patogénicos) e reducao da hora/homem desprendida.

Um ensaio que detecta substancias ativas contra o parasito em sua
célula hospedeira é muito vantajoso como ferramenta de triagem
primaria, pois é capaz de identificar compostos que agem sobre 0s mais
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variados alvos moleculares (MCFADDEN; SEEBER; BOOTHROYD,
1997), ao contrario da limitada pratica comum de ensaios direcionados a
um unico alvo.

A transfecgdo de L. amazonensis com o plasmideo pBS:CLNEO-
01/BC-LacZ-10 ndo alterou parametros bioldgicos importantes neste
parasito e permitiu o desenvolvimento de um ensaio colorimétrico de
realizagdo simples para identificacdo de compostos com atividade
leishmanicida sobre amastigotas intracelulares, a forma clinicamente
relevante para os hospedeiros mamiferos.

Deve-se considerar, contudo, que a detec¢do do parasito é feita
indiretamente pela atividade da enzima. Isto suscita alguns problemas
tedricos como a possibilidade de um composto testado ser um inibidor
da B-gal, levando a interpretagédo errbnea de que houve eliminacdo do
parasito, ou contrariamente, a enzima poderia alterar o efeito de
compostos. Tais possibilidades foram especuladas também por Buckner
e colaboradores (1996) no trabalho que gerou um teste colorimétrico de
atividade contra T. cruzi empregando B-gal. Parte da questdo pode ser
resolvida através da reavaliacdo dos compostos mais promissores pelo
método classico de coloracdo pelo Giemsa com parasitos nédo
transfectados.

Demonstramos que 0 nosso teste é robusto e reprodutivel,
refletindo consistentemente resultados obtidos pelo método classico de
triagem de compostos, com a vantagem de ser muito mais rapido do que
0 subjetivo e enfadonho processo manual de contagem microscopica. O
desempenho do ensaio colorimétrico foi comparavel ao de outros
ensaios similares atualmente em uso.

Uma vez que este teste pode ser adaptado para high throughput
screening, ele abre a possibilidade para descoberta de novas classes de
compostos para tratamento das leishmanioses.

Considerando que o Laboratério de Protozoologia (MIP/CCB) da
UFSC é integrante do Research Initiative on Natural Products against
Neglected Diseases - ResNet NPD -  (http://www.uni-
muenster.de/Chemie.pb/forschen/ ResNetNPND/ index.html), um grupo
internacional e interdisciplinar que busca novos produtos naturais Uteis
contra doenga de Chagas, doenca do sono, leishmaniose e outras
protozoonoses e que 0 teste pode ser adaptado para um método de HTS,
abre-se a possibilidade para a triagem de produtos naturais, seus
derivados ou compostos sintéticos em grande escala, possibilitando a
descoberta de novas classes de compostos ativos contra Leishmania

spp..
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42  APLICAGAO DO TESTE COLORIMETRICO PARA
AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DO ACIDO
GALICO E ANALOGOS

4.2.1 Derivados ésteres do acido galico possuem atividade
leishmanicida

Uma avaliagdo inicial da atividade leishmanicida do GO, seus
analogos e seus ésteres de alquila (galatos de alquila — GA) foi realizada
utilizando-se os compostos na concentragio de S0uM.

Figura 22 — Atividade leishmanicida do acido galico, seus analogos e
derivados ésteres sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis pelo
método colorimétrico
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As barras representam a média + desvio padrdo de um experimento em
triplicata. A linha tracejada indica 50% de inibi¢do. Os compostos (barras
brancas) foram testados a 50 uM e a Anfotericina B (barra escura) a 1 uM.

Na Figura 22 observamos que dos 11 compostos avaliados
apenas 5 foram capazes de eliminar mais do que 50% dos parasitos. As
taxas de inibicdo variaram de 6,3 a 83,6%. Interessantemente, 0s
compostos que demonstraram maior atividade foram os GA, enquanto
que o préprio GO e seus analogos foram pouco ativos.

Para este grupo mais ativo, calculamos a Clg, contra L.
amazonensis e também a atividade citotoxica sobre células THP-1 ndo
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infectadas (CCsxp), com 0 objetivo de detectar um possivel efeito tdxico
inespecifico que afetasse igualmente os parasitos e as células.

Tabela 4 — Atividade dos GA sobre amastigotas de L. amazonensis expressando
B-gal (método colorimétrico) e citotoxicidade dos compostos sobre células
THP-1.

CCs (uM)° Clgo (uM)°

b
Composto THP-1 L. amazonensis 1S
G8 9,97+1,87 7,12+1,17 1,4
G10 8,63+1,78 3,6+0,36 2,4
Gl1 3,99+0,97 2,65+0,44 15
G12 4,18+1,15 0,52+0,24 8,0
Gl14 3,37+1,7 3,21+1,26 1,0
Anfotericina B >10 0,07 £0.02 >142

# Valores representam a média * desvio padrdo de no minimo 3 experimentos
realizados em triplicata.
® Indice de Seletividade (CCsy/Clsp)

Tabela 5 — Atividade dos GA contra amastigotas de L. amazonensis da cepa
selvagem, determinados por contagem em microscopio éptico.
Percentual de Redugéo do Indice Parasitario®

Composto 10 uM 2 uM 0. 4 uM
G8 32,34.4 30,543,7 15, 54,1
G10 CTX 33,7425 14,7424
G11 CTX 68,716,1 19,740,6
G12 CTX 67438 33,74,
G14 CTX 35,6+2,8 3,540,7

® Valores sdo a média + desvio padrdo de 2 experimentos realizados em
triplicata.
Anfotericina B 1pM: 100% de inibigdo; CTX = citotdxico

Conforme mostrado na

Tabela 4, todos os GA testados foram novamente ativos, com Clsg
variando entre 7,12 ¢ 0,52 puM, sem, contudo, superar o farmaco de
referéncia anfotericina B (Clsp = 0,07 uM). Para confirmagdo deste
efeito leishmanicida, determinamos os percentuais de inibicdo dos GA
sobre parasitos da cepa selvagem através do método de contagem por
microscopia éptica, obtendo resultados semelhantes (Tabela 5). Neste
Gltimo método, os compostos conservaram uma atividade ainda
detectavel na concentragdo de 0,4 uM, também com destaque para G12,
que inibiu 33,7% do indice parasitéario.
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O composto mais potente e também mais seletivo foi 0 G12, com
uma Clsg de 0,52 uM. A Figura 23 mostra o efeito de G12 e permite a
comparacdao visual da reducdo do nimero de parasitos intracelulares em
relagdo a um controle tratado apenas com o solvente DMSO (1%) e o
controle positivo Anfotericina B.

Figura 23 - Fotomicrografias representativas do efeito de G12 sobre
amastigotas de L. amazonensis em células THP-1
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Resultados representativos do efeito de G12 sobre amastigotas de L.
amazonensis em células THP-1 cultivadas em Chamber Slides e coradas pelo
Giemsa apo6s 48 horas de incubagdo. (A) DMSO 1% - Controle Negativo; (B)
G122 uM. (C) G12 0,4 uM e (D) Anfotericina B 1 pM (Controle Positivo). As
barras horizontais representam 20 pm.

Nossos resultados mostram que somente os ésteres do acido
gélico foram ativos contra L. amazonensis. Estes resultados concordam
com os estudos de Eger (2010), que avaliou estes compostos quanto a
sua atividade inibitéria sobre T. cruzi. Em seu trabalho a autora
demonstrou que GO ndo causou a morte de amastigotas intracelulares de
T. cruzi em células Vero e macréfagos murinos, embora 0s ésteres
tenham obtido um desempenho proeminente tanto sobre a cepa Y
(Sensivel ao farmaco de referéncia benzonidazol) quanto sobre a cepa
Colombiana (resistente). Este efeito ndo foi associado ao estimulo da



89

producdo de Oxido nitrico por células fagociticas profissionais. O
composto G12, neste caso, foi também o que demonstrou a maior
atividade bioldgica dentre os membros da série.

E possivel supor que o alvo para 0 mecanismo antiparasitario
destes compostos é conservado pelo menos entre estas duas espécies de
tripanossomatideos e envolve uma acdo direta sobre o patdgeno. Este
efeito, todavia, ndo é inteiramente seletivo para o parasito, pois a
maioria dos GA inviabilizou igualmente células e amastigotas. A
atividade citotoxica destes compostos, expressa na forma de CCsg
variou de 9,97 a 3,37 uM, gerando indices de seletividade nulos ou
baixos (iguais ou proximos de 1). A excecéo foi G12, que demonstrou
uma seletividade 8 vezes maior para o parasito.

Considera-se que para ser promissora como leishmanicida, uma
molécula precise ter Clsp <2 pg/mL e indice de seletividade > 20
(NWAKA, et al., 2009). Nestes termos, a Clso de G8, que dentre os GA
foi o menos potente, seria de aproximadamente 1,98 pug/mL enquanto
que a de GI2 ficaria em 0,18 pg/mL. No entanto, a sua baixa
seletividade torna-os pouco promissores. Contudo, dada a atividade
potente demonstrada, a adoc¢do de estratégias de direcionamento seletivo
as células alvo (através de formulagBes farmacéuticas) seria uma
alternativa valida para melhorar a sua seletividade.

4.2.2 Anélise da relagdo da estrutura com a atividade
leishmanicida

O conceito de relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
bioldgica de compostos ja era conhecido ha algum tempo, mas foi
consolidado no estudo pioneiro de Unger e Hansch em 1973, o qual
estabeleceu regras gerais para a elaboracdo e validagdo de modelos
matematicos para este fim.

Estudos visando estabelecer a relagdo entre variagGes na estrutura
guimica e a atividade leishmanicida ja foram realizados anteriormente
pelo nosso grupo com algumas séries de chalconas (ANDRIGHETTI-
FROHNER, et al., 2009; BELLO, et al., 2011).

A relacdo mais clara entre a estrutura quimica dos compostos
aqui testados e sua atividade bioldgica é que apenas aqueles
esterificados com cadeias longas alifaticas na fungdo 4&cida
demonstraram  efeito  leishmanicida importante. Este efeito,
curiosamente, ocorreu de forma quase dependente do aumento no
numero de carbonos da cadeia n-alquilica (Figura 24A). Verifica-se uma
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Clso decrescente até 12 carbonos (efeito maximo), entretanto, um
comprimento maior do que este comprometeu o efeito leishmanicida.

Figura 24 - Relagdo do comprimento da cadeia n-alquilica e cLogP com

a atividade leishmanicida dos ésteres do acido galico
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Considerando que cadeias carbonicas lineares influenciam
diretamente sobre as propriedades fisico-quimicas das moléculas, como
a lipofilicidade (LEAL, et al., 2009), verificamos se este descritor,
expresso na forma do coeficiente de particdo octanol-4gua calculado
(cLogP) correlaciona-se com a atividade antiparasitaria dos GA (Figura
24B). Conforme esperado, o perfil obtido nesta analise foi 0 mesmo
visto quando do incremento no nimero de carbonos, ou seja, a atividade
leishmanicida torna-se progressivamente mais pronunciada em
decorréncia do incremento na lipofilicidade. A linha que passa entre os
pontos na Figura 24B refere-se a tendéncia de uma equacdo polinomial
de segunda ordem e demonstra uma fraca correlagdo (r°=0,5584) entre
as varidveis cLogP (X) e Log 1/Cls (). Na Figura 24C, plotamos os
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mesmos dados, excluindo G12. Com esta abordagem, o coeficiente de
correlagdo subiu para 0,9891, explicando mais de 98% da atividade
destes compostos como uma fungdo polinomial de sua lipofilicidade.

E evidente que o ponto de G12 possui um forte desvio positivo na
atividade, sugerindo que o seu mecanismo de agdo ndo pode ser
explicado pelo cLogP como seus pares. Abe e colaboradores (2000) ao
avaliarem o efeito inibitério de GA sobre a esqualeno epoxidase
recombinante, enzima envolvida na via metabdlica de  esterois,
observaram uma potente e seletiva inibicdo enzimética, principalmente
do galato de dodecila (Clso = 0,061 puM). Isto poderia ser um mecanismo
adicional para G12, explicando sua maior atividade. Entretanto, é
possivel que simplesmente o seu cLogP (5,27) seja 6timo para interacdo
com as macromoléculas alvo.

Esteres do &4cido galico foram investigados quanto a sua atividade
sobre diversas espécies de fungos (KUBO, et al., 2002b; LEAL, et al.,
2009; HSU, et al., 2009). Estes autores verificaram concentracfes
inibitérias minimas decrescentes sobre Saccharomyces cerevisiae, de
acordo com o numero de carbonos na cadeia alifatica para os hexila,
heptila, octila e nonila, atingindo seu maximo com o galato de decila.
Observou-se também que cadeias alifaticas maiores (11 ou 12 carbonos)
ou muito curtas (1 ou nenhum carbono), tornavam 0s compostos
inativos. Isso é conhecido como “Fendémeno de cut-off” (KUBO, et al.,
2002b). Leal et al. (2009) também demonstraram que os galatos
contendo 6 a 9 carbonos na cadeia n-alquilica foram mais ativos contra
Microsporum gypseum e que esta atividade decai consideravelmente
guando o cLogP fica fora do intervalo compreendido entre 2,5 e 4,5.

Vérios farmacos com atividade antifingica possuem também
propriedades leishmanicidas e tripanocidas devido a caracteristicas
comuns a estes microrganismos, especialmente quanto a composicao
dos lipideos de membrana (ergosterol) e suas vias metabdlicas de sintese
(CHAWLA; MADHUBALA, 2010). E razoavel supor que dada a
atividade fungicida, tripanocida e leishmanicida dos galatos, um
mecanismo de acdo em comum seja plausivel.

Para explicar o efeito fungicida dos GA, HSU et al. (2009),
baseados no mecanismo proposto para alcodis alifaticos, sugeriram que
a atividade deriva do rompimento de membranas como um surfactante
ndo idnico, que penetra na bicamada lipidica pela cauda hidrofébica,
mas faz intera¢des por ligagdes de hidrogénio com proteinas integrais da
membrana. O incremento no tamanho da cadeia aumenta sua inser¢éo na
bicamada lipidica. Ao mesmo tempo, quando uma cadeia hidrofobica
maior do que aquela para a atividade maxima se dispersa na bicamada
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lipidica, ocorre uma diminui¢do na interacdo por ligacdes de hidrogénio.
Uma vez que o equilibrio entre as por¢des hidrofilicas e hidrofobicas
dos galatos é destruido, a atividade bioldgica € perdida. As diferencas
entre os valores de cLogP 6timos para atividade sobre fungos e L.
amazonensis poderia ser explicada por composicdes levemente distintas
em termos de fosfolipidios ou proteinas da membrana celular destas
duas classes de microrganismos.

Esteres do acido galico demonstraram um forte grau de afinidade
com membranas artificiais e com a membrana celular de células CACO-
2. A afinidade destes compostos com os fosfolipidios de membrana foi
crescente, conforme o tamanho da cadeia alquilica, indicando
diminuicdo da capacidade de penetrar monocamadas celulares pela
maior retencdo destas substancias nas membranas lipidicas
(TAMMELAA, et al., 2004; SCHNEIDER, 2011).

O quimico medicinal Christopher Lipinski e seus colaboradores
analisaram as propriedades fisico-quimicas de mais de 2.000 farmacos e
candidatos a farmacos em testes clinicos, concluindo que a
probabilidade de um composto ser mais permeavel em membranas
bioldgicas e bem absorvido pelo corpo é maior se esse contemplar os
seguintes critérios: (1) ter massa molecular menor do que 500 Da; (2) ter
uma lipofilicidade, expressa como LogP, menor do que 5; (3) ter menos
do que 5 grupos capazes de doar atomos de hidrogénio para ligacdes de
hidrogénio e (4) ter menos do que 10 grupos que aceitam atomos de
hidrogénio em ligagdes de hidrogénio. A simplicidade destes critérios
fez com que se tornassem amplamente utilizados no campo da quimica
medicinal para predizer ndo apenas a absor¢do de compostos, mas
também como um indicador geral das propriedades desejadas para um
farmaco (druglikeness) (LIPINSKI, et al., 2001).

Exceto G12 e G14, que possuem cLogP >5, nenhuma outra regra
de Lipinski foi quebrada, indicando que estes compostos possuem
propriedades fisico-quimicas desejaveis como farmacos

Isoladamente, o pirogalol, o acido galico e seus analogos nédo
apresentaram efeito leishmanicida relevante, ao contrario do que foi
reportado para T. brucei ou L. donovani por Koide et al (1998) e
Tasdesmir et. al. (2006). Estas diferencas podem ser decorrentes dos
trabalhos citados terem testado estes compostos sobre formas
extracelulares dos parasitos, que no caso da L. donovani possuem um
valor preditivo mais baixo do que as formas intracelulares avaliadas em
nosso estudo.

Visto que a atividade antifingica aparentemente € dependente
também das porgBGes pirogalol ou catecol presentes nos GA, a
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investigagdo do papel destes grupamentos sobre a atividade
antiparasitaria poderia trazer mais informagBes quanto ao seu
mecanismo de agdo. Por exemplo, a avaliagdo do composto 3,4,5-
trimetoxibenzoato de dodecila possibilitaria saber quais as implicacGes
das metilagdes dos grupamentos hidroxila da porcdo pirogalol sobre a
atividade leishmanicida do G12, pois tal mudanga diminuiria as
interacdes intermoleculares (composto-alvo) por ligacGes de hidrogénio.

4.2.3 Efeito leishmanicida de formula¢des nanoencapsuladas
contendo galato de octila e galato de dodecila

A nanotecnologia envolve o estudo da matéria na ordem de 1 a
100 nm, valendo-se das propriedades fisico-quimicas Unicas, como o
tamanho ultra-pequeno, ampla razdo superficie/massa, alta reatividade e
interacdo com sistemas biol6gicos dos materiais nesta escala. Sua
aplicacdo tem sido explorada pela &rea biomédica principalmente em
sistemas de administracdo de medicamentos. (ZHANG, et al., 2010).

No caso das leishmanioses, por serem doengas causadas por
parasitos intracelulares obrigatdrios, os sistemas de administracdo de
farmacos podem ser direcionados para que 0s compostos atuem
especificamente sobre as células hospedeiras do sistema reticulo-
endotelial, nominalmente, os macréfagos. Este direcionamento visa
aumentar a atividade e diminuir a toxicidade, pois podem incrementar a
biodisponibilidade, no meio intracelular e particularmente no vacuolo
parasitéforo (BASU; LALA, 2009).

Em 2012, Feuser desenvolveu uma metodologia para a
preparacdo de nanocépsulas de farmacos via polimerizacdo em
miniemulsdo com auxilio de nanoprecipitacdo. Esta técnica foi
empregada com sucesso para aumentar significativamente a atividade
fotobioldgica da Ftalocianina de Zinco (ZnPC) sobre células A459
(carcinoma de pulméo). Neste estudo, 5 pg/pogo do composto reduziu a
viabilidade celular em 50%, enquanto que a mesma concentracdo da
forma nanoencapsulada reduziu esta viabilidade em 78%.

Como uma alternativa para melhorar a atividade e seletividade de
nossos compostos, escolhemos esta metodologia para preparacdo de
uma formulagdo contendo nanocépsulas poliméricas de metacrilato de
metila (PMMA) carregadas com G8 e G12 (que dentre 0os GA possuem
respectivamente a menor e maior atividade contra L. amazonensis),
gerando G8-PMMA e G12-PMMA.. Formulagdes de GO e analogos ndo
foram possiveis, pois estas moléculas sdo muito polares,
comprometendo a eficiéncia do processo de nanoencapsulamento.
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Na Tabela 6, observa-se que a preparacdo nanoencapsulada de G8
apresentou uma Clsp de 2,43 uM sobre L. amazonensis e uma CCsq de
9,64 uM sobre células THP-1. Para efeito de comparacdo, na Figura 25
estes indicadores foram plotados ao lado daqueles observados para o
composto em sua forma livre.

Tabela 6 — Atividade Leishmanicida (Clsg), Citotoxica (CCs) e Indices
de Seletividade (IS) dos compostos G8 e G12 nanoencapsulados.
Clso (UM)* CCs (UM)*

b
Composto L. amazonensis THP-1 IS
G8-PPMA 2,43 +1,59 9,64 +291 3,97
G12-PMMA 7,60 +1,54 7,64 +£0,98 1
ANFO-B 0,07 £ 0,02 >10 >142

® Valores representam a média + desvio padrdo de no minimo 3 experimentos
realizados em triplicata. ® indice de Seletividade (CCsy/Clsp). Nanocapsulas nao
carregadas ndo inibiram L. amazonensis intracelular ou o crescimento de células
THP-1 até 250 pg/mL.

Esta comparacdo revela que G8-PMMA possui 4 vezes a atividade
leishmanicida do composto livre, sem alterar o efeito citotdxico sobre
células THP-1, o que elevou o seu indice de seletividade de 1,4 para
3,97.

Com este mesmo propdsito, diferentes nanoparticulas poliméricas
na forma de nanoesferas ou nanocapsulas foram propostas para uso
como carreador de farmacos direcionados a macrofagos devido ao seu
longo tempo de circulacdo no organismo e rapida remocdo do plasma
pelo sistema fagocitico mononuclear (KREUTER, 1991). Muitas destas
foram também exploradas para aumentar a efetividade ou diminuir a
toxicidade da pentamidina (PAUL, et al., 1998), Anfotericina B
(ESPUELAS, et al., 2002), da Bacopasaponina C isolada de Bacopa
monniera (SINHA, et al., 2002) ou do composto sintético 14-desoxi-11-
oxoandrografolideo (LALA, et al., 2003).
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Figura 25 — Efeito leishmanicida e citotoxico dos compostos G8 e G12
livres e nanoencapsulados
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Comparagédo de (A) Cls, sobre L. amazonensis e (B) CCs, sobre células THP-1
para G8 e G12 livres (barras brancas) ou carregados em nanocapsulas
poliméricas de metilmetacrilato (Barras hachuradas). As barras representam a
média = desvio padrdo de pelo menos dois experimentos realizados em
triplicata. ns: ndo significativo, *: p<0,05, **:p<0,01; Teste t ndo pareado.

Embora experimentos de internalizagdo ndo tenham sido
realizados, acreditamos que este efeito seja devido, pelo menos em
parte, a um aumento na concentracdo intracelular de G8 nas células
infectadas. Nossa hip6tese é corroborada pelo fato das nanocapsulas G8-
PMMA possuirem uma carga negativa (potencial Zeta de -32 mV)
(FEUSER, 2012: comunicacdo pessoal), visto que mecanismos ainda
desconhecidos fazem com que macréfagos reconhecam e internalizem
particulas carregadas. A atribuicdo de carga a nanoparticulas é uma
estratégia amplamente utilizada para direcionamento de farmacos a
células fagociticas (KUNJACHAN, et al., 2012).

Por outro lado, G12-PMMA foi menos ativo do que o seu
equivalente livre G12 e também menos citotoxico (Tabela 6 e Figura
25), indicando uma perda geral da atividade biol6gica. Embora mais
experimentos precisem ser realizados para compreender este fato, dados
preliminares da analise do espectro U.V. sugerem que o farmaco pode
ter sofrido alguma forma de degradagdo durante o processo de
nanoencapsulamento, acarretando a perda de atividade. Estes mesmos
dados preliminares sugerem que tanto G8 quanto G12 foram
encapsulados com uma eficiéncia de aproximadamente 87,5%
(FEUSER, 2012: comunicacdo pessoal). Os compostos G8 e G12 ja
foram encapsulados anteriormente em nanoparticulas lipidicas sélidas
para avaliacdo de seu potencial como antitumoral, sendo que ndo se
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observaram diferencas entre a preparacdo livre e a nanoencapsulada
(CORDOVA, 2011).

As nanocapsulas de PMMA sdo muito promissoras para o
direcionamento de farmacos as células fagociticas e melhoria da
atividade e seletividade de compostos. N0osso grupo esta investigando o
efeito do nanoencapsulamento de diaminas lipofilicas N-tetradecil-1,4-
butanodiamina e a N-decil-1,6-hexanodiamina, duas moléculas com
elevada atividade leishmanicida e tripanocida respectivamente
(YAMANAKA, 2012) no modelo experimental in vivo. Além disso,
técnicas de nanoencapsulamento conjunto de farmacos ja bem
estabelecidos no tratamento destas parasitoses poderdo contribuir para
novas alternativas de opcéo terapéutica.



97



98

5CONCLUSOES
o Produzimos clones de L. amazonensis expressando a enzima -
galactosidase;
o A expressdao da enzima ndo afetou os parametros bioldgicos
analisados para o clone C12D9 de L. amazonensis;
o Padronizamos e validamos um ensaio colorimétrico

reprodutivel e de baixo custo para triagem de compostos contra L.
amazonensis;

o Os galatos de alquila mostraram atividade leishmanicida
intracelular;
o A atividade dos galatos foi dependente do tamanho da cadeia

alquilica e do cLogP, exceto para o galato de dodecila, que parece ter
mecanismos leishmanicidas adicionais;
o A formulacdo de nanocéapsulas de PMMA contendo galato de
octila melhorou a sua atividade leishmanicida e seletividade para o
parasito, entretanto, 0 mesmo procedimento causou a diminui¢cdo do
efeito bioldgico do galato de dodecila.
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6 PERSPECTIVAS

¢ Os resultados do presente trabalho permitirdo a implementacédo
de um método de triagem de compostos em larga escala e a identificacao
mais rapida de novas moléculas com atividade antiparasitaria;

o A transfecgdo integrativa do gene da B-gal em L. braziliensis e
L. chagasi permitira a avaliar a atividade leishmanicida de forma mais
abrangente.
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