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RESUMO

MENEZES, Wemerson Aquiles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2016. Avaliagao da agao leishmanicida de derivados do
acido cindmico sobre Leishmania braziliensis. Orientadora: Juliana Lopes
Rangel Fietto.

As Leishmanioses sdo doencas parasitarias causadas por protozoarios do
género Leishmania e suas manifestagdes clinicas podem ser do tipo
Leishmaniose Cutanea, Leishmaniose Mucocutanea e Leishmaniose Visceral.
Constitui importante problema de saude publica sendo endémicas em 88
paises com aproximadamente 12 milhdes de infectados. Para o tratamento
sao utilizados os antimoniais pentavalentes e como medicacio alternativa, a
Anfotericina B e Pentamidina. O arsenal terapéutico é bastante limitado, varios
medicamentos tém efeitos colaterais significativos e os parasitos muitas vezes
sdo resistentes as drogas disponiveis. Baseado na necessidade do
desenvolvimento de novas drogas para o tratamento das Leishmanioses,
neste presente trabalho foi testado o potencial leishmanicida de trinta e um
compostos derivados do acido cinamico contra Leishmania (Viannia)
brasiliensis, agente etiolégico da Leishmaniose Tegumentar Americana no
Novo Mundo. Dentre esses compostos, vinte e um contém o nucleo 1,2,3-
triazolico e quatro contém uma porgao izobenzofuranona. A triagem inicial foi
feita em macrofagos utilizando os compostos na concentragdo de 10 uM e
nenhum deles apresentou efeito toxico. No ensaio de citotoxicidade direta
sobre formas promastigotas, apés 48 horas, um deles, o (E)-3-(3,4,5-
trimetoxifenil)-acrilato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-ila, identificado
como S2, apresentou taxa de 52,25% de inibicdo de crescimento dos
parasitos, valor aproximado do efeito da droga controle Anfotericina B
(46,62%). Em ensaios de infecgao do parasito em macrofagos, apds 72 horas,
quatro compostos: Cinamato de (1-(2,5-diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetila (MPO05), Cinamato de (1-(2,4,6-triclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
illmetila (MP06), Cinamato de (1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(MP25) e novamente o (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-acrilato de 3-oxo-1,3-

diidroisobenzofuran-5-ila (S2), inibiram a sobrevivéncia de amastigotas em



78,98%, 80,12%, 76% e 70,89% respectivamente. Conforme os resultados
obtidos, tais compostos mostram-se potenciais para o tratamento da

Leishmaniose Tegumentar Americana.



ABSTRACT

MENEZES, Wemerson Aquiles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2016. Evaluation of the leishmanicidal action of cinnamic acid
derivatives on Leishmania braziliensis. Advisor: Juliana Lopes Rangel
Fietto.

Leishmaniasis are parasitic diseases caused by protozoa of the genus
Leishmania and its clinical manifestations may be of the Cutaneous
Leishmaniasis type, Mucocutaneous Leishmaniasis and Visceral
Leishmaniasis. It is an important public health problem and it has being
endemic in 88 countries with approximately 12 million infected people. For the
treatment, pentavalent antimonials are used and as an alternative medication,
they use amphotericin B and pentamidine. The therapeutic arsenal is quite
limited, several drugs have significant side effects and the parasites are often
resistant to the available drugs. Based on the need for the development of new
drugs for the treatment of Leishmaniasis, in this present work the
leishmanicidal potential of thirty-one acid cinnamic derived compounds against
Leishmania (Viannia) brasiliensis, etiological agent of American Cutaneous
Leishmaniasis in the New World, was tested. Among these compounds,
twenty-one contains the 1,2,3-triazole nucleus and four contains an
izobenzofuranone portion. Initial screening was done on macrophages by
using the compounds at the concentration of 10 uM and none of them showed
a toxic effect. In the direct cytotoxicity assay on promastigote forms, after 48
hours, one of them, (E) -3- (3,4,5-trimethoxyphenyl) acrylate 3-oxo-1,3-
dihydroisobenzofuran-5-yl, identified as S2, presented a 52.25% rate of
inhibition of parasite growth, the approximate value of the control drug
Amphotericin B (46.62%). In parasite infection trials on macrophages, after 72
hours, four compounds: (1- (2,5-Dichlorobenzyl) -1H-1,2,3-triazol-4-yl) methyl
cinnamate (MP05), Cinnamate (1- (2,4,6-trichlorobenzyl) -1H-1,2,3-triazol-4-
yl) methylamine (MPO06), 1- (4-Methoxybenzyl) -1H-1,2,3- 4-yl) methylamine
(MP25) and (E) -3- (3,4,5-trimethoxyphenyl) acrylate 3-oxo-1,3-
dihydroisobenzofuran-5-yl (E2) refrained the survival of amastigotes in
78.98%, 80.12%, 76% and 70.89% respectively. According to the obtained

Xi



results, such compounds are shown to be potential for the treatment of

American Cutaneous Leishmaniasis.
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1 INTRODUGAO

1.1 As Leishmanioses: aspectos gerais

Os protozoarios do género Leishmania, pertencem a ordem Kinetoplastida
e a familia Trypanosomatidae. Eles sdo organismos unicelulares, digenéticos
e encontram-se nas formas promastigota, alongados com flagelados livres ou
aderidos no trato digestorio dos hospedeiros invertebrados e podem ser ainda
amastigotas, parasitos intracelulares obrigatérios de formato arredondado e
sem flagelo (Michalick & Ribeiro, 2011). Estes protozoarios sdo transmitidos
através da picada de insetos fémeas do género Phlebotomus e Lutzomyia
(Neuber, 2008).

Para definir as espécies do género Leishmania, Laison e Shaw (1987)
propuseram uma classificacdo em que reunem os parasitos de répteis em um
género separado e a organizagao de espécies que parasitam o homem em
dois subgéneros:

1- o subgénero Leishmania em que o desenvolvimento nos insetos
vetores se limitam nas regides média e anterior do intestino, como por
exemplo, Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania)
major e Leishmania (Leishmania) infantum chagasi;

2- o subgénero Viannia cujos parasitos do homem e de outros mamiferos
se apresentam no inseto a forma promastigota livre e que migra da
regido posterior para as regides média e anterior do intestino, por
exemplo, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia)
guyanensis e Leishmania (Viannia) panamensis (Michalick & Ribeiro,
2011).

Segundo a Organizagao Mundial de Saude, mais de 20 espécies de
Leishmania sao infecciosas para os seres humanos (WHO, 2016) e a
transmissao das leishmanioses envolve diferentes espécies de insetos
fémeas de flebotomineos e hospedeiros mamiferos, sendo que o homem é

considerado hospedeiro acidental (Gontijo & Carvalho, 2003).



As leishmanioses sdo doencas parasitarias que ocorriam no meio
silvestre, mas devido as acdes antropicas na natureza sua distribuicdo
geografica foi ampliada e atualmente ocorrem de forma endémica nas regides
urbanas e periurbanas facilitando sua propagacg¢ao entre humanos (Marzochi
et al., 2009; Colla-Jacques et al., 2010).

Em relacdo as manifestagdes clinicas as leishmanioses podem se
apresentar das seguintes formas: a leishmaniose visceral que é conhecida
como calazar sendo considerada a forma mais grave da doenga, a
leishmaniose cutdnea que € considerada a mais comum e a leishmaniose
mucocuténea (WHO, 2016).

As leishmanioses constituem um grande problema de saude publica
(Rotureau, 2006) e como inumeras outras doencas tropicais, elas sao
consideradas doencgas negligenciadas (Lima, 2007). De forma geral, geram
custos muito elevados ao sistema de saude, pois, sao responsaveis por
elevadas taxas de mortalidade e morbidade humana nos paises que se
encontram em desenvolvimento (Lindoso & Lindoso, 2009).

A dificuldade de combater os flebotomineos e a auséncia de vacinas
eficazes contra leishmanioses torna o tratamento medicamentoso como
sendo a unica alternativa de combate a esses agravos de saude, porém, o
arsenal quimioterapico disponivel para o tratamento é escasso, seus efeitos
colaterais sao altos, sua eficacia é limitada, além disso os parasitos podem se
tornar resistentes aos quimioterapicos (Lindoso & Lindoso, 2009).

Com isso, na busca por contribuir para o tratamento da leishmaniose,
o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial leishmanicida de
diferentes compostos derivados do acido cinamico (Figura 1) contra
Leishmania (Viannia) braziliensis cepa M2904 GFP, que é um dos agentes
etiolégicos da Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil. Foram
testados 31 compostos, sendo que 21 dentre eles possuem o nucleo 1,2,3-

triazolico e 4 possuem uma porgao isobenzofuranona.



1.2 O acido cinamico

Também denominado acido 3-fenil-2-propendico, o acido cinamico esta
presente em muitos vegetais (Sharma, 2011; Sova, 2012) como graos de café,
mate, cacau, macgas, peras, frutas citricas, uva, espinafre, beterraba,
alcachofra, batata, tomate, aipo, feijdo fava (Clifford, 1999). Ele pertence a
classe das auxinas que sao hormdnios vegetais responsaveis pela regulagao
do crescimento e diferenciagéo celular (DE et al., 2011).

Além disso, o acido cinamico e os seus derivados desempenham
importante papel na produgao de farmacos (Sharma, 2011) devido as suas
atividades biologicas as quais pode-se citar seus efeitos citotoxicos contra
células tumorais (Lee et al., 2003; DE et al., 2011) além de atividade
antibacteriana, antifungica e leishmanicida (Chiriac et al., 2005; Ferreira et al.,
2007; Freitas et al., 2011; Melo et al., 2006 ).

4 )

OH

- /

Figura 1: Férmula estrutural do acido cinamico. Fonte: Sova, 2012.

Nas tabelas a seguir estdo representados os nomes, as férmulas
estruturais e os cédigos dos quais sao identificados todos os compostos

utilizados neste trabalho.



Tabela 1: Compostos soliveis em meio aquoso

Nome e formula estrutural dos compostos Cédigo

Cinamato de (1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

(o]
\ (0] N\
/\E \/N MPO04
N

e

Cinamato de (1-(2,5-diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
o}

N o/\iN\\N
| / cl MPO5

Cl

Q

Cinamato de (1-(2,4,6-triclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
0}
N N
0 3
©/\)‘\ /\E \/N o
N

Cl

MP06

Y

Cinamato de 3-(1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
(o}

N N
©/\)ko/\/\E\\/N MP10
N

NO,

<

Cinamato de (1-(4-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

O
X N
N

F

S

Cinamato de 3-(1-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
o

N N
©/\)ko/\/\[\\/’\‘ MP15
N

F

s

Cinamato de (1-(3,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

o)
X o) N\\N
| F MP16
N




Tabela 2: Compostos solliveis em meio aquoso

Nome e formula estrutural dos compostos Cdédigo
Cinamato de 3-(1-(3,4-difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
[¢]
x o N\\N
L ;F MP17
N
F
Cinamato de (1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(0]
XN N
©/\)‘\o/\[ \\/N VP18
N
Cinamato de 3-(1-(4-(trifluorometoxi)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
o)
N N
O/\/\E \\/N MP19
N
\\OOCFB
Cinamato de 3-(1-(4-(trifluorometil)benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
o)
N N
O/\)ko/\/\ﬂ N MP21
/
N
CF3
Cinamato de 3-(1-(4-(metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
o
x o N\\N
\ / MP24
N
\\©700H3
Cinamato de (1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
(0]
N N
©/\)J\O/\[ \\/N MP25
N
Cinamato de 3-(1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
[0}
\ o N\\N
\ VAR MP30




Tabela 3: Compostos solliveis em meio aquoso

Nome e féormula estrutural dos compostos Caédigo
Cinamato de (1-(2-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila
o
N N
°/\E\\/ 8 MP31
)
Cinamato de 3-(1-(2-fluorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
N N,
o \N
O/\)‘\ /\/\EN/ ] MP33
Cinamato de 3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
o
N N
O/\)‘\o/\/\E \\N JEA 02
/
O
Cinamato de 3-(1-(2,5-diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
o
AN O/\/\[N\\N
L/ ;CI JFA 03
Cl
Cinamato de 3-(1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
[e]
N N
O/\/\E \\/N JEA 04
N
O
Cinamato de 3-(1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
(o]
N N
N
\< :}—Br
Cinamato de 3-(1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)propila
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Tabela 4: Compostos solliveis em meio aquoso

Nome e formula estrutural dos compostos Codigo

Acido (E)-3,4,5-trimetoxicinamico

O
H3;CO
3 AN oH K2
H3;CO

OCHj,

Acido (E)- 4-nitrocinamico

(@]
O,N

Acido (E)-4-fluorocinamico

(0]
F

Acido (E)-4-bromocinamico

O
WOH K9
Br

Acido (E)-4-clorocinamico

(e}
/@/\)J\OH K10
Cl

(E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil) acrilato de 3-oxo-1,3-
diidroisobenzofuran-5-ila

i O
HoCO A s2
(0]

H,CO
OCH;

(E)-3-(4-nitrofenil) acrilato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-
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Q 0O S6
jons

(E)-3-(4-fluorofenil) acrilato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-

0
WO ° S7
0
ila F

(E)-3-(4-bromofenil) acrilato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-
5-ila
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Tabela 5: Compostos solliveis em meio aquoso

Nome e formula estrutural dos compostos

Caédigo

Cinamato de (1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

©/\)‘\ O/\[N:/N
)

MPO7
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)
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— )
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Cinamato de (1-(4-(trifluorometil)-benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

O
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

As leishmanioses sdao doencas parasitarias endémicas em 88 paises
de quatro continentes. Afetam aproximadamente 12 milhdées de individuos,
contabilizam anualmente cerca de 2 milhées de casos novos e 70 mil ébitos
(WHO, 2010). A maior incidéncia dessas doengas ocorre em areas mais
pobres das regides endémicas (Davies et al., 2003) e esta associada ao
deslocamento da populagdo, condicbes precarias de habitagdo, sistema
imunoldgico fraco e falta de recursos (WHO, 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a Leishmaniose
Cutanea é a mais amplamente distribuida com cerca de um tergo dos casos
ocorrendo nas Américas, bacia do Mediterraneo, Asia Ocidental e Asia Central
(Figura 1). Juntamente com o Ird, Arabia Saudita, Siria, Afeganistao, Peru,
india, Bangladesh e Nepal, o Brasil integra o grupo de paises que concentra
90% de todos os casos registrados de leishmanioses (Gontijo & Carvalho,
2003; Mishra et al., 2009, WHO, 2016).

Na América Latina, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é
uma zoonose de alta prevaléncia, com incidéncia em todas as faixas etarias
e acomete homens e mulheres semelhantemente (Desjeux, 2001).

No Brasil, € uma doenca infecto-parasitaria causada por uma variedade
de espécies de Leishmania das quais se destacam a Leishmania (Viannia)
braziliensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania
(Leishmania) amazonenses (Reis & Gontijo, 2011). Grande parte das
infeccbes ocorre entre animais silvestres, normalmente roedores, mas os
ciclos de transmissao estdo se adaptando ao peridomicilio e com isso, se
espalhando para areas nao endémicas (Desjeux 2001, Gontijo & Carvalho
2003, Lindoso, 2009).

Quanto aos aspectos clinicos, a Leishmaniose Tegumentar Americana
pode ser caracterizada por ulceras que se apresentam de forma localizada ou

com lesdes distribuidas pelo corpo (Rey, 2008).



Apesar de a maioria dos casos de Leishmaniose Tegumentar
Americana se apresentar de forma cutanea, a infeccdo por Leishmania
(Viannia) braziliensis, pode ocasionar também a forma mucocutanea
(Lindoso, 2009), que acomete a regido urofagiana principalmente o septo
nasal e possui natureza metastatica, ocasionando a destruicdo de mucosas e
cartilagem (Rey, 2008).

As medidas de prevencao da doenga sao muito importantes e dentre
elas pode-se destacar: o combate a populacéo de flebotomineos, atividades
de educagédo em saude (Gontijo & Carvalho, 2003), utilizagédo de telas de
protecdo contra insetos em janelas, uso de repelentes e a construgédo de

residéncias com certa distancia das matas (Desjeux, 1996).

Figura 1: Distribuigcao geografica da Leishmaniose cutdnea no mundo.

Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
Jordan - 103
Nepai - 28

iraq- 13

Beigium - 12
Kuwait - 11
Germany - 10
Qatar -8

Russian Federation - 5
Armenia - 2
Finland - 2
Uthuania - 1
Bangladesh - 1
ftaly - 1

Czech Republic - 1

0000

Number of new CL cases
reported, 2013

. 5000

B 1000-4 9099

B 100-9%9 [ No autochthonous cases reported
3 <100 No data

3o ] Notapplicable

Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis_2013_ CL.png.
Acesso em 05 de Setembro de 2016.
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2.2 O ciclo biolégico do parasito

Os protozoarios do género Leishmania s&o parasitos intracelulares
obrigatérios, digenéticos (heteréxenos) e sao, portanto, encontrados na forma
promastigota livre no interior do trato digestivo ou aderidos ao epitélio
intestinal dos hospedeiros invertebrados e na forma amastigota, no interior
das células do hospedeiro vertebrado (Sacks & Kamhawi, 2001),
principalmente nos macréfagos residentes na pele (Reis & Gontijo 2011).

A infec¢ao do vetor ocorre quando a fémea do flebotomineo pica o
vertebrado ao exercer o repasto sanguineo ingerindo macréfagos parasitados
por formas amastigotas (Figura 2). Durante o percurso pelo trato digestivo
anterior ou ao chegarem ao estdmago, os macréfagos se rompem liberando
as amastigotas.

O sangue ingerido € envolvido por uma membrana peritrofica secretada
pelas células estomacais do inseto e no interior dessa membrana, as
amastigotas sofrem divisdo binaria e posteriormente se transformam em
promastigotas prociclicas que também se multiplicam por sucessivos
processos de divisao binaria.

ApOs trés ou quatro dias, essa membrana peritrofica se rompe e as
formas promastigotas tornam-se livres. Dirigem-se entdo, para o intestino
posterior se estabelecendo na regido do piloro e ileo onde permanecem
aderidas pelo flagelo ao epitélio intestinal por meio de hemidesmossomos.
Apos essa etapa no intestino posterior, elas migram em direcéo a faringe e
pelo processo denominado metaciclogénese, elas se transformam em formas
promastigotas metaciclicas infectantes (Reis & Gontijo, 2011).

Ja a infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre durante a alimentacao
da fémea do flebotomineo infectada. Como a porgao anterior do tubo digestivo
do inseto se encontra repleta de parasitos flagelados na forma promastigota
metaciclica, ao ingerir o sangue, eles séo regurgitados no local da picada e
infectam o hospedeiro vertebrado.

Essas promastigotas interagem com a membrana dos macréfagos que
estendem seus pseuddpodes e envolvem o parasito, introduzindo-o para

dentro do vacuolo fagocitario. Ali, eles sofrem diversas mudangas
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bioquimicas, fisiolégicas e morfoldgicas diferenciando-se em formas
amastigotas, arredondadas e com flagelo retraido (Reis & Gontijo, 2011).

Posteriormente, ocorre a fusdo do vacuolo fagocitario com os
lisossomos, originando o vacuolo fagolisossomal, no qual o parasito
permanece em um ambiente hostil, que contém enzimas lisossomais,
metabolitos reativos do oxigénio, citocinas e produgdo de O&xido nitrico
(Cunningham, 2002).

Adaptada para sobreviver neste ambiente, a Leishmania é capaz de
inibir diversos mecanismos de defesa celular responsaveis por causar a
destruicdo do parasito e entdo se multiplica por divisdo binaria ocupando todo
o citoplasma até levar a ruptura da célula infectada e liberar formas
amastigotas no tecido que serdo fagocitadas por outros macrofagos (Peters,
2008) e iniciara no local da picada, um processo inflamatério (Reis & Gontijo,

2011).

Figura 2: Ciclo biolégico da Leishmania ssp.
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Fonte:www.canalciencia.ibict.brpesquisa0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose_visceral_canin

a.html. Acesso em 05 de Novembro de 2016.

12



2.3 Green Fluorescent Protein (GFP)

A Green Fluorescent Protein (GFP), descoberta em 1961 pelos
pesquisadores Shimomura e Johnson, foi isolada do cnidario Aequorea
victoria, uma espécie de agua-viva (Shimomura, 2009).

E uma proteina composta por 238 aminoéacidos (Chalfie et al., 1994)
que tem sido expressa em fungos, bactérias, plantas, protozoarios e
mamiferos (Yang et al., 1996). Quando expressa nas células de qualquer um
desses organismos, produz fluorescéncia verde apds a excitagao das células
por luz azul ou ultravioleta (Misteli & Spector, 1997).

A fusdo da GFP ao genoma da Leishmania, facilitou o monitoramento
de ensaios in vitro e in vivo de infecgcao desse parasito para a avaliagcao de
farmacos leishmanicidas (HA et al. 1996; Singh & Dube, 2004; Souza et al.,
2007) tornando vantajoso o uso de Leishmania expressando GFP pelo fato de
ser um método que permite medir a intensidade de fluorescéncia emitida
(Kamau et al., 2001; Chan et al., 2003).

Os parasitos utilizados neste trabalho sdao da espécie Leishmania
braziliensis GFP cepa M2904 (Bastos et al. 2017).

2.4 Farmacos utilizados no tratamento de Leishmanioses

As drogas de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses
(Tabela 6), inclusive contra Leishmaniose Tegumentar Americana, sdo os
antimoniais pentavalentes (Reis & Gontijo, 2011), porém, a eficacia desses
farmacos depende de alguns fatores como: a espécie de Leishmania e da
resisténcia do parasito ao medicamento, faixa etaria, disseminagdo e
localizagéo da lesao, toxicidade ao farmaco e também o estado imunolégico
do paciente (Gonzalez et al., 2008).

Atualmente sdo utilizados os seguintes farmacos: Glucantime, um
antimonial pentavalente com varios efeitos colaterais (Balana-Fource et
al.,1998), a Paromomicina, que consiste em um aminoglicosideo de
formulacdes tépica e parenteral, sendo que a administracdo parenteral € mais

eficiente, a Pentamidina, cujos mecanismos de acéo incluem a alteracao
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morfologica do citoesqueleto, fragmentacdo da mitocdndria e interferéncia na
sintese do DNA do parasito (David & Craft, 2009).

A Anfotericina B também é utilizada no tratamento. E um antibiético
macrolideo do grupo de antimicrobianos quimicamente constituidos por um
anel macrociclico de lactona, ao qual ligam-se um ou mais agucares e cuja
agao baseia-se no metabolismo de esterdis de Leishmania e fungos. Os
macrolideos ligam-se aos esterdis e criam poros na membrana, mudando a
permeabilidade celular, que levam a morte do parasito (Balafa-Fouce et al.
1998; Croft et al., 2006) e que também causa varios efeitos colaterais ao
paciente (Mishra et al., 2007).

Outro medicamento, que originalmente é utilizado no tratamento de
cancer, foi liberado para o uso em pacientes com leishmaniose, € um
lisofosfolipidio chamado Miltefosina, que na india mostra excelentes
resultados no tratamento da leishmaniose visceral (Croft et al., 2006),
induzindo a morte do parasito por apoptose (Croft et al., 1996; Mishra et al.,
2007). Sabe-se ainda que os antifungicos como cetoconazol e fluconazol
também possuem atividade leishmanicida (Croft et al., 2006; Gonzalez et al.,
2008).

Os antimoniais pentavalentes sao administrados de forma
intramuscular, podendo ainda ser endovenoso ou local, porém, apresenta
limitacbes para pacientes cardiacos porque provoca alteracdes
eletrocardiograficas e para gestantes pois s&o abortivos (Reis & Gontijo,
2011).

Mesmo os antimoniais pentavalentes sendo os farmacos de primeira
escolha para a maioria dos casos de leishmaniose, eles apresentam varias
desvantagens para o tratamento como por exemplo, apés sua administragao
€ necessario um periodo entre 21 a 28 dias para que esses medicamentos se
acumulem nos tecidos (Chulay et al., 1988).

Além disso, o seu potencial toxico para o figado, coracao e rins aliado
a efeitos colaterais como dores musculares, leva o paciente a reducéo,
interrupgcéo ou abandono da quimioterapia antes do seu término (Demicheli et
al., 2005). Com isso, as drogas e os cuidados médicos necessarios causados

pelos efeitos colaterais, elevam o custo do tratamento (Croft et al., 2006).
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Deve-se também levar em conta que grande parte dos casos ocorre
em areas de dificil acesso, o que dificulta tanto a aplicagdo da droga como o

monitoramento de seus efeitos colaterais (Berman, 1997).
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Tabela 6: Formulas estruturais dos farmacos utilizados no tratamento das

leishmanioses.
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Fonte: Rath et al., 2003.
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3 JUSTIFICATIVA

A quimioterapia € considerada o pilar para o controle da maioria das
doencas parasitarias como é o caso das leishmanioses principalmente por
nao se dispor de vacinas (Kouni, 2003) e possuir o arsenal terapéutico muito
limitado.

Apesar do tratamento ter como base os antimoniais pentavalentes, eles
apresentam alto custo e alta toxicidade. Deve-se levar em consideracao
também os diversos efeitos colaterais por exemplo: disturbios
gastrointestinais, cefaleias, altera¢des renais e hepaticas, erupcao cuténea
dentre outras (Nogueira & Sampaio, 2001).

Essas drogas sdo também contraindicadas para recém-nascidos,
gestantes e idosos (Mayrink et al., 2006).

O uso dos medicamentos disponiveis apresenta também como
desvantagem o aumento de cepas resistentes aos antimoniais e a outros
medicamentos (Rath et al., 2003).

Como segunda escolha, em casos ndo responsivos aos antimoniais,
sao utilizados farmacos como a Anfotericina B e a Pentamidina.

Baseado nesse contexto, € muito importante a busca por novos

medicamentos que facilitam o tratamento de todas as formas de leishmaniose.
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4 OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como objetivo principal, testar compostos derivados
do acido cinamico quanto a ag¢ao leishmanicida que possam ser usados para
o tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana.
4.1 Objetivos especificos:

- Testar a citotoxicidade dos compostos em Macréfagos RAW 264.7;

- Testar os compostos quanto a acao citotoxica direta contra

promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis M2904 GFP;

-Testar os compostos quanto a agao leishmanicida anti-amastigota em
infeccdo in vitro de macrofagos por Leishmania (Viannia) braziliensis M2904
GFP.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Cultivo de parasitos

Os parasitos utilizados neste trabalho foram Leishmania (Viannia)
braziliensis GFP cepa M2904. Eles foram mantidos no Laboratério de
Bioquimica Celular e Bioprodutos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Vicosa.

A cada 4 dias, a cultura de promastigotas in vitro era homogeneizada
com pipeta graduada de vidro, uma aliquota era retirada e feita uma diluicdo
de 1:10 em Formalina 4% e os parasitos eram contados em camara de
Neubauer com auxilio de microscépio de luz (Leica) com objetivas invertidas.
Apds a contagem, a concentragao era ajustada para 1 x 10° parasitos por mL.

A cultura era mantida com 10 mL de meio de cultura Grace’s Insect
Medium (Gibco) pH 6,5 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(SFB), Penicilina (2mg/mL) e L-Glutamina (200 mM). Os parasitos eram
acondicionados em garrafas acrilicas estéreis (25 cm?3), descartaveis e
mantidos em estufa na temperatura de 25 °C.

Os parasitos foram congelados em fase exponencial na concentragcao
de 2,5 x 10 parasitos por mL, centrifugados a 3000 rpm, 4 °C por 10 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o pellet formado suspendido em meio de
congelamento contendo 7,5% de DMSO e meio de cultura Grace’s Insect
Medium suplementado com 10% de soro fetal bovino. Foi estocado por 2
horas a -4 °C, 24 horas a -20 °C e posteriormente armazenado em nitrogénio
liquido.

O descongelamento consistia em retirar do nitrogénio liquido o
microtubo contendo os parasitos e deixa-lo em temperatura ambiente por até
uma hora que em seguida eram inoculados em 10 mL de meio de cultura
Grace’s Insect Medium suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
e mantido em estufa a 25 °C. Os parasitos eram utilizados em experimentos
a partir da 32 passagem apos o descongelamento e até mais ou menos a 202
passagem observando que a fluorescéncia manteve-se estavel durante todas

essas passagens celulares.

19



5.2 Cultivo de macréfagos

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram mantidos em meio de
cultura de células RPMI 1640 (Sigma), suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (SFB), Penicilina (2 mg/ mL), L-Glutamina (200 mM), Hepes
(1M) e Bicarbonato de Sodio (Sigma).

Para manutencédo da cultura, eram retirados 8 mL do meio RPMI e
descartados ficando 2 mL no interior da garrafa. Com o auxilio de um
espalhador de células, estas eram desprendidas da parede da garrafa. Apos
desprender as células, era homogeneizado com pipeta de vidro e transferido
para um falcon.

Em seguida, uma aliquota da cultura era retirada e diluida em Tampao
Fosfato Salino (PBS) e Azul de Trypan 4% para avaliagdo da viabilidade
celular. As células eram contadas em camara de Neubauer com o auxilio de
microscopio de luz (Leica) com objetivas invertidas.

Apods a contagem, a concentragdo das células era ajustada para 1 x 10°
células por mL, inoculada in vitro em 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino e em seguida, acondicionada em garrafa acrilica
estéril (75 cm?3), descartavel e mantida em estufa imida a 37 °C e atmosfera
de 5% de COa2. Esse procedimento era repetido a cada 4 dias.

Foram congeladas 2,5 x 108 células por mL, centrifugadas a 1200 rpm,
4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado
suspendido em meio de congelamento contendo 6% de DMSO e meio de
cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino. Foi estocado
por 2 horas a -4 °C, 24 horas a -20 °C e posteriormente armazenado em
nitrogénio liquido.

O descongelamento consistia em retirar do nitrogénio liquido o
microtubo contendo os macréfagos e deixa-lo em temperatura ambiente por
até uma hora, em seguida era inoculado em 10 mL de meio de cultura RPMI
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantido em estufa a
37 °C e atmosfera de 5% de CO2. Os macréfagos eram utilizados nos
experimentos a partir da segunda ou terceira semana apos O

descongelamento.
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5.3 Compostos derivados do acido cinamico

Os compostos utilizados nesse trabalho foram sintetizados no
Laboratério de Quimica Supramolecular e Biomimética do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Vigosa e gentilmente cedidos pelo
professor Dr. Robson Ricardo Teixeira.

Os compostos chegaram ao nosso laboratério na forma sdlida,
acondicionados em tubos eppendorfs e para serem testados, foram diluidos
em Dimetilsulfoxido 100% (DMSO) ficando na concentragao estoque de 10
mM, devidamente identificados e congelados a -20 °C. Para o uso, uma
aliquota foi diluida 5x novamente em Dimetilsulféxido 100% (DMSO)
passando para a concentracdo de 2mM e em todos os ensaios, foi utilizado 1
ML (descrito a seguir) ficando entdo na concentracéo final de 10uM.

Neste trabalho foram testados 31 compostos derivados do acido
cinamico, sendo que 21 deles contém nucleo triazdlico e 4 contém uma porgao
isobenzoforanona. A formula estrutural de todos os compostos foi

demonstrada na introducao deste trabalho.

5.4 Teste de solubilidade dos compostos em meio RPMI 1640

Ao diluir os compostos para armazena-los em estoque, observou-se
que alguns dos mesmos precipitavam em meio aquoso, portanto, foi realizado
um teste de solubilidade dos 38 compostos disponibilizados.

Em uma placa de 96 pogos foram pipetados 200 uL de meio de cultura
RPMI 1640. Determinou-se como controle o po¢go em que continha somente
meio de cultura, nos demais, foi pipetado 1uL de cada composto diluido em
DMSO 100% (Dimetilsulféxido) a 2mM (a mesma quantidade e concentragéo
final utilizada nos ensaios - 10 uM) e posteriormente a placa foi incubada em
estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO..

A presenca ou nao de cristais formados foi analisada ao microscopio
de luz (Leica) em 24, 48 e 72 horas. Apds as 72 horas de incubacéo, os
compostos que permaneceram cristalizados, foram descartados ndo sendo

utilizados nos experimentos.
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5.5 Utilizagao de resazurina

A resazurina (Alamar Blue®) € um corante de indicag&o da proliferagéo
e viabilidade celular, ensaios de citotoxicidade e determinagdo da funcao
mitocondrial. Baseia-se na redugc&o quimica desse reagente para resofurin,
resultado do metabolismo das células que se da por meio de reagéo de oxi-
reducao onde o corante passa da cor azul, forma oxidada e nao fluorescente,
para a cor rosa, forma reduzida e fluorescente (O’brien et al., 2000; Rolon et
al.,2006).

A absorbancia pode ser medida em comprimentos de onda diferentes,
nos experimentos deste trabalho eram de 570 e 600 nm (Alunda et al., 2013).

O experimento em que se usou resazurina esta descrito a seguir no
ensaio de citotoxicidade de derivados do acido cinamico em macrofagos da
linhagem RAW 264.7.

5.6 Curva de crescimento de Leishmania (Viannia) braziliensis M2904
GFP

Foram preparadas 3 amostras separadamente em garrafas acrilicas de
25 cm3, estéreis, descartaveis, contendo em cada uma 10 mL de meio de
cultura Grace (Gibco). No primeiro dia, foram inoculados 1 x 10° parasitos por
mL em cada cultura e foi acompanhado o crescimento destes durante 10 dias
consecutivos.

A partir do segundo dia, uma aliquota de cada cultura era retirada,
diluida em Formalina 4% e feitas 3 contagens por cultura em camara de
Neubauer com auxilio de microscépio de luz (Leica) com objetivas invertidas.
Em seguida, era calculada a média do numero encontrado de parasitos entre

as 3 culturas.
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5.7 Ensaio de citoxicidade de derivados do acido cinamico em
macrofagos RAW 264.7

Os macrofagos se encontravam aderidos na parede da garrafa de
cultivo juntamente com o volume de 10 mL de meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado. Foram retirados 8 mL
do meio e descartados e para desprendé-los foi utilizado um espalhador de
células.

Apos desprendidas as ceélulas, com o auxilio de uma pipeta graduada
de vidro, foi adicionado 8 mL novamente de meio de cultura novo,
homogeneizado e transferido para um falcon de 50 mL de volume. Em
seguida, uma aliquota da cultura foi diluida em Tampao Fosfato Salino (PBS)
e Azul de Trypan 4%. As células foram contadas em camara de Neubauer.
Foram utilizadas para os experimentos, placas de 96 pocos e foram montadas
duas placas, uma para analise com 24 horas e uma para 48 horas.

Apods serem contados os macréfagos, a concentragao foi ajustada para
1 x 10° ou 100.000 células por pogo para montagem da placa de 24 horas e
0,5 x 10° ou 50.000 células por pogo para montagem da placa de 48 horas.

Foram distribuidos de forma homogénea em toda a placa com volume
final de 200 yL em cada pogo, em quadruplicata, contendo os macrofagos e o
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino. Em
seguida, a placa foi incubada na estufa umida a 37 °C e atmosfera de 5% de
CO:a.

Completadas as 24 horas, os 200uL de meio RPMI foram removidos
de toda a placa, descartados e adicionado o mesmo volume de meio de
cultura novo. Em seguida, foram adicionados os compostos, sendo que o
desenho experimental da placa foi feito em quadruplicata contendo como
controle positivo a Anfotericina B (3,4 uM), DMSO como controle negativo (1
ML por pogo em quadruplicata) cuja concentracao final era 0,5% e 1 uL de
cada composto por poco. A placa foi incubada novamente na estufa de COz a
37 °C e atmosfera de 5% de COo..

Apods 23 horas, foi adicionado 20uL de Resazurina (1 mM) em cada
poco e a absorbancia foi medida por trés horas consecutivas (1 hora apos
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adicdo de Resazurina, 2 horas e 3 horas, respectivamente) em comprimentos
de onda diferentes (570 e 600 nm) em leitor de microplacas (Spectramax) até
que o corante fosse completamente reduzido. O ensaio aqui descrito foi

repetido por pelo menos uma vez.

5.8 Ensaio de citoxicidade de derivados do acido cinamico em

promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis M2904 GFP

Os parasitos previamente transfectados com a construgdo pLExsy-
egfp-sat2 (Jena Bioscience) para expressar fluorescéncia (Bastos et al.,
2017), se encontravam em fase exponencial de crescimento (4° dia)
acondicionados em garrafas acrilicas de 25 cm?3.

Toda a cultura da garrafa (10 mL) foi transferida para um falcon de 50
mL e centrifugada a 3000 rpm, 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet formado foi homogeneizado em 10 mL de meio de
cultura Grace’s Insect Medium suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado.

Uma aliquota foi retirada e feita diluigho em Formalina 4% e os
parasitos foram contados em camara de Neubauer com auxilio de microscopio
de luz (Leica) com objetivas invertidas.

Apos a contagem, a concentragao foi ajustada para 2,5 x 10° parasitos
por poco e distribuidos na placa de 96 pogos, em quadruplicata, sendo o
volume total destes de 200 pL.

Posteriormente, foram adicionados os compostos (1 uL por pogo em
quadruplicata), como controle positivo foi utilizada a Anfotericina B (3,4 uM) e
como controle negativo o DMSO (0,5%). Apés a montagem do experimento,
a placa foi incubada em estufa a 25 °C por 24, 48 e 72 horas respectivamente.

Completados cada tempo, a cultura em cada pogo foi homogeneizada
com pipeta multicanal e medida a absorbancia em leitor de microplaca
(Spectramax) em comprimentos de ondas de 490 nm de excitagdo e 520 nm

de emissao. Este ensaio foi repetido por pelo menos uma vez.
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5.9 Ensaio in vitro de infecgdo em macréfagos por Leishmania (Viannia)
braziliensis M2904 GFP

Para os ensaios de infeccdo de macréfagos RAW 264.7 por
promastigotas de L.(Viannia) braziliensis M2904 GFP, foi necessario ter
parasitos em fase promastigota metaciclica e para isso, eles foram cultivados
em Grace’s Insect Medium suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado até a fase estacionaria onde estas formas estao presentes. Para
isto, os parasitos foram cultivados por 7 dias em garrafa acrilica de 75 cm?.

Inicialmente, foram adicionados os macrofagos em placa de 96 pogos
contendo 1 x 10% ou 100.000 células em cada pogo e o volume total de 200
ML de meio RPMI completo suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado. Feito isso, a placa foi incubada por 24 horas em estufa a 37 °C e
atmosfera de 5% de CO:2 afim de que ocorresse adesdo dos macrofagos nela.

Apods as 24 horas, a cultura de parasitos foi transferida para um falcon
de 50 mL e centrifugada a 3000 rpm, 4 °C durante 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet suspendido em 10 mL de meio RPMI
completo suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado. Uma aliquota
foi retirada e feita a diluicdo de 1:10 em Formalina 4% e os parasitos foram
contados em camara de Neubauer. Ap6és a contagem, a concentracao foi
ajustada para 15 x 10° ou 1.500.000 parasitos por pogo.

O meio RPMI completo suplementado com 10% de soro fetal bovino da
placa contendo os macrofagos nela aderidos foi retirado, descartado e em
seguida, os parasitos foram distribuidos na placa, sendo o volume total (Meio
RPMI + parasitos + macrofagos) de 200 uL por pogo. Posteriormente, a placa
foi incubada por 24 horas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO:2 para
que os parasitos fossem fagocitados pelos macréfagos.

No dia seguinte, os parasitos ja se encontravam em fase amastigota no
interior dos macrofagos, foram entéo retirados os 200 yL de meio RPMI de
cada pogo e descartados. Feito isso, iniciou-se o processo de lavagem para
retirar os parasitos que se encontravam livres e fora dos macréfagos. Para a
lavagem foi utilizado meio RPMI gelado (suplementado apenas com Penicilina

na concentracdo de 2 mg/ mL).
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O processo de lavagem consistiu em adicionar 100 yL de RPMI em
cada pocgo, pipetar por 3 vezes e em seguida descarta-lo. Repetiu-se esse
processo por 3 a 5 vezes descartando o meio de lavagem e em seguida
adicionou-se 200 yL de meio RPMI completo suplementado com 10% de soro
fetal bovino e novamente a placa foi incubada por 24 horas em estufa a 37 °C
e atmosfera de 5% de COa2.

Apods 24 horas, o meio RPMI de cada pocgo foi retirado e descartado.
Adicionou-se 200 pL por pogo de meio RPMI novo suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado e em seguida, 1 pyL de cada composto para
concentracéo final de 10 uM. O ensaio foi feito em quadruplicata e como
controle positivo foi utilizada a Anfotericina B (3,4 uM) e como controle
negativo, o DMSO no volume de 1 uL por pogo para a concentracgao final de
0,5%.

Novamente a placa foi incubada em estufa a 37 °C por um periodo de
48 horas para a agao dos compostos. Completadas as 48 horas, fez-se nova
lavagem de cada pogo com RPMI base a fim de retirar os residuos dos
compostos. O processo de lavagem foi o mesmo feito anteriormente. Em
seguida, adicionou-se 50 yL de RPMI suplementado com 0,05% de SDS
(Dodecil Sulfato de Sédio) e aguardou-se por até 1 hora para que a membrana
dos macrofagos fossem rompidas liberando entdo os parasitos em fase
amastigota.

Observou-se ao microscopio o rompimento das membranas das células
e concluida essa etapa, adicionou-se mais 150 yL de meio Grace em cada
poco completando entdo 200 uL no total e incubou-se a placa em estufa a
25 °C por pelo menos 48 horas ou até 5 dias afim de que os parasitos se
recuperassem possibilitando determinar a acdo dos compostos sobre os
amastigotas.

A cultura em cada pogo foi homogeneizada com pipeta multicanal e a
absorbancia foi medida em leitor de microplaca (Spectramax) em
comprimentos de ondas de 490 nm de excitagao e 520 nm de emissédo. O

ensaio foi repetido por pelo menos uma vez.
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5.10 Analise dos dados

Nao foi feita analise estatistica, apenas a média entre 8 valores obtidos
para cada composto apos medir a absorbancia em dois experimentos
realizados de forma independente. Para o calculo dessas médias foi utilizado

o programa Graph Pad Prism verséo 5.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Teste de solubilidade de compostos em meio RPMI 1640

A presenca ou ndo de cristais formados por cada composto foi
analisada ao microscopio de luz (Leica) em 24, 48 e 72 horas, 0 mesmo
periodo previamente determinado para duragédo dos ensaios realizados. Apos
72 horas de incubacdo em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2, os
compostos que permaneceram cristalizados, foram descartados nao sendo
utilizados nos experimentos. A tabela 7 mostra o cddigo de cada composto
soluvel e insoluvel em meio de cultura RPMI.

Na tabela 9, em anexo no final desse trabalho, estdo representados o
nome, a formula estrutural e o codigo dos compostos insoluveis em meio

aquoso.

Tabela 7: Compostos soluveis e insoluveis em meio aquoso. Os
compostos foram adicionados em meio RPMI 1640 e mantidos em estufa a
37 °C e atmosfera de 5% de CO2 por 72 horas.

Compostos disponibilizados

Solaveis em meio aquoso InsolGveis em meio aquoso
MP04 MP24 K1 MPO7
MPO5 MP25 K2 MP08
MPO06 MP30 K6 MP09
MP10 MP31 K7 MP20
MP14 MP33 K9 MP29
MP15 JFAO2 K10 S1
MP16 JFAO3 S2 S10
MP17 JFAO4 S6
MP18 JFAO0S5 S7
MP19 JFAO6 S9
MP21
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6.2 Curva de crescimento de promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis M2907 GFP

A curva de crescimento foi utilizada para determinar as fases lag,
logaritmica e estacionaria de promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis cepa M2904 GFP. Para entdo poder usar os parasitos de fase
logaritmica nos testes de acdo direta dos compostos sobre promastigotas
totais e os parasitos em fase estacionaria para realizar os ensaios de infegao.

Os parasitos foram contados durante 10 dias consecutivos, como
descrito anteriormente. De acordo com o grafico 1, a fase lag foi do 1° ao 3°
dia, periodo considerado de adaptagao dos parasitos ao meio de cultura, a
fase logaritmica foi do 4° até o 7° dia, periodo de alto metabolismo e
proliferagcdo exponencial e a fase estacionaria do 7° ao 10° dia, em que se

observa o inicio da ocorréncia de morte celular entre o 7° e 8° dia.
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Grafico 1: Curva de crescimento de Leishmania (Viannia) braziliensis M2904
GFP. Os parasitos foram cultivados em meio de cultura Grace’s Insect Medium
(Gibco). O experimento foi realizado em ftriplicata.

A coleta de parasitos para os ensaios de citoxicidade em promastigotas
e infeccao em macrdéfagos foi realizada conforme apresentado na tabela 8.

29



Tabela 8: Dias relacionados a fase de crescimento em que os parasitos foram
obtidos para a realizagdo dos experimentos.

Leishmania (Viannia)
braziliensis cepa M2904-GFP

Fase logaritmica Ensaio em promastigota Ensaio de infec¢ao

Dia de crescimento 4° 7°

Conforme observado no grafico 1 e na tabela 8, os experimentos foram
realizados utilizando os parasitos no meio da fase de crescimento exponencial

(4° dia) ou em final de fase logaritmica e inicio da fase estacionaria (7° dia).

6.3 Efeito citotoxico de derivados do acido cinamico em macréfagos
RAW 264.7

Os macrofagos sao as principais células a serem infectadas por
Leishmania, com isso, a primeira investigacao feita em relagdo a agdo dos
compostos disponibilizados, foi a citoxicidade destes em macrofagos da
linhagem RAW 264.7.

Foram testados os 31 compostos e obtiveram-se resultados esperados.

Como demonstram os graficos 2 e 3, na concentragao de 10uM e por
um periodo de 48 horas de exposi¢cao aos compostos, estes apresentaram
pouco ou nenhum efeito toxico para as células.

Observa-se que houve uma taxa de mais de 80% de sobrevivéncia dos
macrofagos quando tratados e expostos aos compostos. O mesmo resultado
que se observa para os grupos nao tratados, expostos a droga controle

positivo Anfotericina B e ao controle negativo DMSO.
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Grafico 2: Avaliagao de efeito citotéxico de derivados do acido cindmico em

macréfagos da linhagem RAW 264.7
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Grafico 3: Avaliacado de efeito citotéxico de derivados do acido cindmico em
macréfagos da linhagem RAW 264.7
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6.4 Efeito citotoxico de derivados do acido cinamico em promastigotas
de Leishmania (Viannia) braziliensis M2904 GFP

Os efeitos citotdxicos antiproliferativos dos compostos derivados do
acido cinamico sobre promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
foram acompanhados por 24, 48 e 72 horas.

O composto (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil) acrilato de 3-oxo-1,3-
diidroisobenzofuran-5-ila, identificado como S2, possui uma porgao
isobenzofuranona em sua férmula estrutural (Tabela 4) e como mostra o
grafico 4, apds 48 horas de contato com os parasitos, ele foi capaz de inibir
em 52,25% o crescimento dos parasitos em fase promastigota, resultado
semelhante ao efeito da droga controle Anfotericina B, que neste ensaio inibiu
o crescimento em média de 46,62%.

Esse resultado quando comparado a avaliacdo da atividade
leishmanicida de isobenzofuranona sobre promastigotas de Leishmania
(Leishmania) infantum chagasi feita por Pereira et al. (2015) demonstra que
esta em conformidade, pois, observaram que apds 24 horas de tratamento
houve reducdo de mais de 50% de viabilidade parasitaria. Isso reforca a

hipétese de que isobenzofuranonas possuem agao leishmanicida.
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Grafico 4: Efeito citotéxico de derivados do acido cinamico em promastigotas
de Leishmania (Viannia) braziliensis cepa M2904 GFP.
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De acordo com o grafico 5, apos 48 horas os demais compostos nao
demonstraram nenhum efeito téxico ao manterem contato com os parasitos

em fase promastigota.
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Grafico 5: Efeito citotéxico de derivados do acido cindmico em promastigotas

de Leishmania (Viannia) braziliensis cepa M2904 GFP.
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6.5 Efeito citotoxico de derivados do acido cinamico em amastigotas
intracelulares de Leishmania (viannia) braziliensis no ensaio in vitro de
infeccdo em macréfagos RAW 264.7

Para cada macréfago foram inoculados 15 parasitos em inicio de fase
promastigota estacionaria onde se encontram promastigotas totais (formas
prociclicas e formas metaciclicas). Apos 24 horas de exposi¢cdo, a maioria
deles se encontravam no interior dos macréfagos em forma amastigota. Entao
foram adicionados os compostos na concentragcédo de 10 uM e a avaliagao do
efeito foi feita apds 48 horas.

Como mostra o grafico 6, os resultados foram diferentes dos
observados nos ensaios em promastigotas.

Observa-se que quatro dentre os compostos se destacaram em seus
efeitos toxicos para amastigotas intracelulares: o Cinamato de (1-(2,5-
diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila, o Cinamato de (1-(2,4,6-
triclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila, o Cinamato de (1-(4-metoxibenzil)-
1H-1,2,3-triazol-4-il)metila e novamente o (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil) acrilato
de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-ila, identificados como MPQ05, MPO0G6,
MP25 e S2 respectivamente. Estes compostos apresentam inibicdo média no
crescimento de amastigotas em 78,98%, 80,12%, 76% e 70,89%
respectivamente, resultados comparados a droga controle Anfotericina B que
inibiu em 98,41% o crescimento dos parasitos.

Pode-se afirmar que a atividade leishmanicida contra amastigotas
intracelulares dentre os quatro compostos foi melhor para os que possuem o

nucleo 1,2,3 — triazdlico ao que possui a porgao isobenzofuranona.
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Grafico 6: Efeito citotoxico de derivados do acido cindmico em amastigotas
intracelular de L. (Viannia) braziliensis em macrofagos da linhagem RAW 264.7.

Como mostra o gréafico 7, apds 48 horas os demais compostos néo se
apresentaram tao toxicos ao manterem contato com os parasitos em fase

amastigota intracelular como os supracitados.
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Grafico 7: Efeito citotoxico de derivados do acido cindmico em amastigotas
intracelular de L. (Viannia) braziliensis em macréfagos da linhagem RAW 264.7.

Percebe-se que houve divergéncia entre os resultados apresentados
pelo controle negativo, o DMSO, quando comparados os resultados dos
ensaios feitos contra macréfagos e promastigotas.

Como ja observado, no ensaio de efeito contra macréfagos, o DMSO

apresentou toxicidade de apenas 15,78%, no ensaio de efeito contra
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promastigotas, a toxicidade foi de apenas 1,85%, o que entra em discordancia
quando se observa 59,89% de toxicidade contra amastigotas no ensaio de
infecgao.

Observa-se também, discordancia entre os resultados da
Anfotericina B, pois no ensaio de efeito contra promastigotas, a toxicidade foi
de apenas 49,94%, nao foi registrado neste trabalho, mas visualmente
observado, todos os parasitos se encontravam mortos, ja no ensaio de efeito
contra amastigotas em infeccdo de macrofagos, a toxicidade da Anfotericina
B foi de 97,19%.

Este resultado é esperado, pois, de acordo com Bastos et al. (2017),
os IC 50% para promastigotas e amastigotas sao diferentes, uma vez que os
parasitos apresentam formas distintas e estdo adaptados as diferentes
condigdes do meio ambiente, como os promastigotas extracelulares e os

amastigotas intracelulares, por exemplo.
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CONCLUSOES

- Os compostos derivados do acido cindmico ndo sdo considerados

toxicos as células de mamiferos.

- O composto (E)-3-(3,4,5-trimetoxifenil) acrilato de 3-oxo-1,3-
diidroisobenzofuran-5-ila que possui uma porgao isobenzofuranona mostrou
que tem agado leishmanicida tanto para Leishmania (Viannia) braziliensis na

forma promastigota quanto amastigota intracelular.

- Os compostos derivados do acido cindmico com nucleo 1,2,3-
triazolico, como o Cinamato de (1-(2,5-diclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metila, o Cinamato de (1-(2,4,6-triclorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila e 0
Cinamato de (1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila possuem acéo
leishmanicida contra amastigotas intracelulares de Leishmania (Viannia)

braziliensis.

- Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que alguns derivados
do acido cinamico, como é o caso dos compostos citados anteriormente
mostram-se potenciais para a producdo de possiveis farmacos para o

tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana.

37



REFERENCIAS

ALUNDA, J.M; CORRAL, M.J; GONZALEZ, E; CUQUERELLA, M.
Improvement of 96-well microplate assay for estimation os fell growth and
inhibitio of Leishmania with Alamar Blue. Journal of Microbiological Methds.
94, p.111-116. 2013.

BALANA-FOUCE, R.; REGUERA, R. M.; CUBRIA, J. C.; ORDONEZ, D. The
pharmacology of leishmaniasis. Gen. Pharmacol. v. 30, n. 4, p. 435-443,
1998.

BASTOS, M.S.; SOUZA, L.A; ONOFRE, T.S.; SILVA-JUNIOR, A.; ALMEIDA,
M.R.; BRESSAN, G.C,; FIETTO, J.L.R. Short communication: Achievement of
constitutive fluorescent pLExsy-egfp Leishmania braziliensis and its
application as an alternative method for drug screening in vitro. Memérias do
Instituto Osvaldo Cruz. 2017.

BERMAN, J.D. Human leishmaniasis: clinical, diagnostic, and
chemotherapeutic developments in the last 10 years. Clinical Infectious
Diseases. Chicago, v. 24, p. 684-703, 1997.

CHALFIE, M.; KAIN, S. R. Green fluorescent protein: Properties, applications,
and protocols. 2. ed. New Jersey: Wiley, 47 v. 2006.

CHAN, M. M. Y.; BULINSKI, J. C.; CHANG, K. P.; FONG, D. Microplate assay
for Leishmania amazonensis promastigotes expressing multimeric green
fluorescent protein. Parasitol. Res., v. 89, p.266- 271, 2003.

CHIRIAC, C.I.; TANASA, F.; ONCIU, M. A Novel Approach in Cinnamic Acid
synthesis: Direct Synthesis of Cinnamic Acids from Aromatic Aldehydes and
Aliphatic Carboxylic Acids in the Presence of Boron Tribromide. Molecules, v.
10, p. 481-487, 2005.

38



CHULAY, J. D.; FLECKENSTEIN, L.; SMITH, D. H. Pharmacokinetics of
antimony during treatment of visceral leishmaniasis with sodium
stibogluconate or meglumine antimoniate. Transactions of the Royal Society
of Tropical Medicine and Hygiene, v. 82, n.1, p. 69-72, 1988.

CLIFFORD, M.N. Chlorogenic acids and other cinnamates—nature,
occurrence and dietary burden. J. Sci. Food Agric. v.79, p.362-372, 1999.

COLLA-JACQUES, F.E.; CASANOVA, C.; PRADO, A.P. Study of sand fly
fauna in an endemic area of American cutaneous leishmaniasis and canine
visceral leishmaniasis in the municipality of Espirito Santo do Pinhal, Sao
Paulo, Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 105, n. 2, p. 208-
215, 2010.

CUNNINGHAM, A.C. Parasitic adaptive mechanisms in infection by
Leishmania. Experimental and Molecular Pathology.v.72, p.132-141, 2002.

CROFT, S. L.; SNOWDON, D.; YARDLEY, V. The activities of four anticancer
alkyllysophospholipids against Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi and

Trypanosoma brucei. J. Antimicrob. Chemother., v. 38, n. 6, p.1041-7, 1996.

CROFT, S. L.; SEIFERT, K.; YARDLEY, V. Current scenario of drug
development for leishmaniasis. Indian J. Med. Res., v. 123, p.399-410, 2006.

DAVID, C. V.; CRAFT, N. Cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis.
Dermatol. Ther. v. 22, p.491-502, 2009.

DAVIES, C. R.; KAYE, P.; CROFT, S.; SUNDAR, S. Leishmaniasis: new
approaches to disease control. British Medical Journal, v. 326, p. 377-382,
2003.

DE, P.; BALTAS, M.; BELVAL, F.B. Cinnamic acid derivatives asanticancer
agents — A Review. Current Medicinal Chemistry, v. 18, p.1672-1703, 2011.

39



DEMICHELLI, C.; FREZARD, F. Pentavalent antimonials: form chemistry to the
design of new drugs. Drug Design Reviews - Online, v. 2, n. 3, p. 243-249,
2005.

DESJEUX, P. Leishmaniasis.Public health aspects and
control.Clin.Dermatol. 14: 417-423, 1996.

DESJEUX, P. The increase in risk factors for leishmaniasis worldwide. Trans
R Soc Trop Med Hyg; 95: 239-243, 2001.

DUA, R.; SHRIVASTAVA, S.; SONWANE, S. K.; SRIVASTAVA, S. K.
Pharmacological significance of synthetic heterocycles scaffold: A Review.

Advances in Biological Research, v. 5, p. 120-144, 2011.

FERREIRA, S. B.; COSTA, M. S.; BOECHAT, N.; BEZERRA, R. J. S;
GENESTRA, M. S.; CANTO-CAVALHEIRO, M. M.; KOVER, W. B,
FERREIRA, V. F. Synthesis and evaluation of new difluoromethyl azoles as
antileishmanial agents. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 42, p.
1388-1395, 2007.

FREITAS, L. B. O.; RUELA, F. A.; PEREIRA, G. R.; ALVES, R. B.; DE
FREITAS, R. P. A reacdo “click” na sintese de 1,2,3-triazdis: Aspectos
quimicos e aplicagbes. Quimica Nova, v. 34, p. 1791-1804, 2011.

GONTIJO, B.; CARVALHO, M.L.R. Leishmaniose tegumentar americana.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.36, n. 1, p. 71-80,
2003.

GONZALEZ, U.; PINART, M.; RENGIFO-PARDO, M.; MACAYA, A.; ALVAR,

J.; TWEED, J. A. The cochrane collaboration: Interventions for American

cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis. Barcelona: Wiley & Sons, 2008.

40



HA, S. D.; SCHWAZ, J. K.; TURCO, S. J.; BEVERLEY, S. M. Use of the green
fluorescent protein as a marker in transfected Leishmania. Mol. Biochem.
Parasitol., v. 77, p. 57-64, 1996.

KAMAU, S. W.; GRIMM, F.; HEHL, A. B. Expression of green fluorescent
protein as a marker for effects of antileishmanial compounds in vitro.
Antimicrob. Agents Chemother, v. 45, n. 12, p.3654-3656, 2001.

JOULE, J. A.; MILLS, K. Heterocyclic Chemsitry. Ed. John Wiley & Sons, Fifth
Edition, 2010.

KOUNI, M.H. Potential chemotherapeutic target in the purine metabolism of

parasites. Pharmacology & Therapeutics, v. 99, n. 3, p.283 - 309, set. 2003.

LAINSON, R.; SHAW, J.J. Evolution, classification and geographical
distribuition. /n: The Leishmaniases in Biology and Medicine. Peters &
Killick Kendrick Eds. p. 1-119. London: Academic Press, 1987.

LEE, Y.; KUO, H.; CHU, C.; WANG, C.; LIN, W.; TSENG, T. Involvement of
tumor suppressor protein p53 and p38 MAPK in caffeic acid phenethyl ester-

induced apoptosis of C6 glioma cell. Biochemical Pharmacology, v. 66, p.
2281-2289, 2003.

LIMA EB, PORTO C, MOTTA JOC, SAMPAIO RNR. Tratamento de
Leishmaniose Tegumentar Americana. An Bras Dermatol. 82(2):111-124.

2007.

LINDOSO, J. A.L. & LINDOSO, A.A.B.P. Neglected tropical diseases in Brazil.
Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo, v. 51, n. 5, p. 247-253, 2009.

MISTELI T, SPECTOR DL. Applications of the green fluorescent protein in cell
biology and biotechnology. Nature Biotechnology, 15: 961-964, 1997.

41



MARZOCHI, M.C.A; FAGUNDES, A.; ANDRADE, M.V.; SOUZA, M.B;
MADEIRA, M.F.; MOUTA-CONFORT, E.; SCHUBACH, A.O. and MARZOCH,
K.B.F. Visceral leishmaniasis in Rio de Janeiro, Brazil: eco-epidemiological
aspects and control. Rev. Soc. Bras. Med. Trop., v. 42, n. 5, p. 570-580, 2009.

MAYRINK W, BOTELHO AC, MAGALHAES PA, BATISTA SM, LIMA ADE O,
GENARO O, COSTA CA, MELO MN, MICHALICK MS, WILLIAMS P, DIAS M,
CAIAFFA WT, NASCIMENTO E, MACHADO-COELHO GL. Immunotherapy,
immunochemotherapy and chemotherapy for American cutaneous
leishmaniasis treatment. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v.39, n.1, 2006.

MELO, J. O. F.; DONNICI, C. L.; AUGUSTI, R.; FERREIRA, V. F.; DE SOUZA,
M. C.B. V.; FERREIRA, M. L. G.; CUNHA, A. C. Heterociclos 1,2,3-triazdlicos:
Histérico, métodos de preparacao, aplicagdes e atividades farmacoldgicas.
Quimica Nova, v. 29, p. 569-579, 2006.

MICHALICK, MSM, RIBEIRO, RR. 2011. Género Leishmania. p.41-47. In:
Neves, D.P.; Melo, A.L.; Linardi, P.M.; Vitor, RW.A. (Eds.). Parasitologia
Humana. 112 edicdo. Sdo Paulo, Ed. Atheneu, 546p.

MISHRA J.; SAXENA A.; SINGH S. Chemotherapy of leishmaniasis: past,
present and future. Curr. Med. Chem, v. 14, n. 10, p.1153-69, 2007.

MISHRA, B. B.; KALE, R. R;; SINGH, R. K,; TIWARI, V. K. Alkaloids: Future

prospective to combat leishmaniasis. Fitoterapia, v.80, p. 81-90. 2009.

MOLINA, R.; LOHSE, J.M.; PULIDO, F.; LAGUNA, F.; LOPEZ-VELEZ, R;;
ALVAR, J. Infection of sand flies by humans coinfected with Leishmania
infantum and human imunodeficiency virus. Am. J. Trop. Med. Hyg., v.60,
n.1, p. 51-53, 1999.

42



NEUBER, H. Leishmaniasis. Journal Der Deutschen Dermatologischen
Gesellschaft, v.6, p.754-764, 2008.

NOGUEIRA, L.S.C., SAMPAIO, R.N.R. Estudo hospitalar da leishmaniose
tegumentar americana (LTA): epidemiologia e tratamento. Anais Brasileiros
de Dermatologia, v. 76, p. 51-62, 2001.

O’BRIEN, J; WILSON, I; ORTON, T; POGNAN, F. Investigation of the Alamar
Blue (resazurin) fluorescente dye for the assessment of mammalian cell
cytotoxicity. European Journal of Biochemistry, England, v. 267, n. 17,
p.5421-5426. 2000.

OYOLA, S. O.; EVANS, K. J.; SMITH, T. K.; SMITH, B. A.; HILLEY, J. D;
MOTTRAM, J. C.; KAYE, P. M.; SMITH, D. F. Functional analysis of
Leishmania cyclopropane fatty acid synthetase. PLoS One, v.7, p.e51300,
2012.

PEREIRA, W.L.; VASCONCELLOS, R.S.; MariotiMOURA, C.M.; Rodrigo Saar
GOMES, R.S.; FIRMINO, R.C.; SILVA, AM.; JUNIOR, A.S.; BRESSAN, G.C.;
ALMEIDA, M.R.; AFONSO, L.C.C; TEIXEIRA, R.R.; FIETTO, J.L.R. The
Antileishmanial Potential of C-3 Functionalized Isobenzofuranones against
Leishmania (Leishmania) Infantum Chagasi. Molecules, v.20, p.22435-
22444, 2015.

PETERS, N.C.; EGEN, J.G.; SECUNDINO, N.; DEBRABANT, A.; KIMBLIN,
N.; KAMHAWI, S.; LAWYER, P.; FAY, M.P.; GERMAIN, R.N.; SACKS, D. In
vivo imaging reveals an essential role for neutrophils in leishmaniasis
transmitted by sand flies. Science, v.322, p.1634-1634, 2008.

RATH, S.; TRIVELIN, L.A.; IMBRUNITO, T.R.; TOMAZELA, D.M.; JESUS,

M.N.; MARZAL, P.C. Antimoniais empregados no tratamento da leishmaniose:
estado da arte. Quimica Nova, v. 26, n. 4, p. 550 - 555, 2003.

43



REIS, AB; GONTIJO, CMF. 2011. Leishmaniose Tegumentar Americana.
p.49-65. In: Neves, D.P.; Melo, A.L.; Linardi, P.M.; Vitor, RW.A. (Eds.).

Parasitologia Humana. 112 edigdo. Sao Paulo, Ed. Atheneu, 546p.

REY, L. Parasitologia: parasitos e doengas parasitarias do homem nos

trépicos ocidentais. 42 Edi¢cdo. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

ROLON, M; VEGA, C; ESCARIO, J.A; GOMEZ-BARRIO, A. Development of
rezasurin microtiter assay for drug sensibiility testing of Trypanosoma cruzi
epimastigotes. Parasitology Reserch, Germany, v.99, n.2, p. 103-107. Jul.
2006.

ROTUREAU B, RAVEL C, NACHER M, COUPPIE P, CURTET |, DEDET JP,
CARME B. Molecular Epidemiology of Leishmania (Viannia) guyanensis in
French Guiana. J Clin Microbiol, 2006; 44 (2):468-473.

SACKS, D & KAMHAWI, S. Molecular aspects of parasite-vector and vector-
host interactions in leishmaniasis. Annu Rev Microbiol. 55: 453-83, 2001.
SHIMOMURA, O. Discovery of green fluorescent protein (GFP): Nobel
Lecture. Angew. Chem. Int. Ed., v. 48, p.5590-5602, 2009.

SHARMA, P.; Cinnamic acid derivatives: A new chapter of various
pharmacological activities. Journal of Chemical and Pharmaceutical
Research, v. 3, p. 403-423, 2011.

SINGH, N.; DUBE, A. Short report: fluorescent Leishmania: application to
antiLeishmanial drug testing. Am. J. Trop. Med. Hyg, v. 71, n.4, p.400-402,

2004.

SOVA, M. Antioxidant and antimicrobial activities of cinnamic acid derivatives.
Mini Reviews in Medicinal Chemistry, 12(8), 749-67, 2012.

44



SOUZA, R. O. M. A;; PEREIRA, V. L. P.; MUZITANO, M. F.; FALCAO, C. A.
B.; ROSSIBERGMANN, B.; FILHO, E. B. A.; VASCONCELLOS, M. L. A. A.
High selective leishmanicidal activity of 3-hydroxy-2 methylene- 3-(4-
bromophenyl) propanenitrile and analogous compounds. Eur. J. Med. Chem,
v. 42, p.99-102, 2007.

WHO: WORLD HEALTH ORGANIZATION. Control of the Leishmaniasis.
Second report of the WHO Expert Committee. Geneva: WHO, 186p. 2010.

WHO: WORLD HEALTH ORGANIZATION.
http://lwww.who.int/gho/neglected_diseases/leishmaniasis/en/. Acesso

em 10 de Novembro de 2016.

YANG, F.; MOSS, L. G.; PHILLIPS, G. N. The molecular structure of green
fluorescent protein. Nat. Biotechnol, v. 14, p.1246-1251, 1996.

45


http://www.who.int/gho/neglected_diseases/leishmaniasis/en/

ANEXO |

Tabela 9: Compostos insoluveis em meio aquoso

Nome e formula estrutural dos compostos

Caédigo

Cinamato de (1-(4-nitrobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

s

MPO7

Cinamato de (1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

(-

Br

MPO08

Cinamato de (1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

)

Cl

MPO09

Cinamato de (1-(4-(trifluorometil)-benzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

s

CF3

MP20

Cinamato de (1-(4-iodobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metila

0]
©/\)‘\ O/\[N:/N
)

MP29

(E)-3-(4-metoxifenil) acrilato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-ila

o}
o}
N 0
H,CO ©

S$1

(E)-3-(4-clorofenil) acrilato de 3-oxo-1,3-diidroisobenzofuran-5-ila

o]
o)
N0
(of °

S$10
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