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RESUMO

SILVA, Adriana Carneiro da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2017.
Avaliacdo in vitro do potencial leishmanicida de derivados Triazolicos e derivados
de Benzofenonas. Orientador: Eduardo de Almeida Marques da Silva.

A Leishmania infantum chagasi é o agente etiologico da Leishmaniose Visceral, doenga
que afeta milhares de pessoas no mundo. O tratamento habitual ¢ baseado em um
repertorio restrito de fArmacos com toxicidade e custos elevados. O desenvolvimento de
novas drogas ¢ essencial para o controle e tratamento dessa enfermidade. No cendrio
atual, uma possibilidade para a descoberta de novos farmacos ¢ o emprego de compostos
quimicos sintéticos. Neste contexto, nos propomos a avaliar a atividade leishmanicida
dos compostos Triazdlicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H) -ona e de indan-
1,3-diona e de compostos derivados de Benzofenonas. Neste trabalho, realizamos o
estudo in vitro da citotoxicidade destes compostos em macrofagos RAW 264.7, em
formas promastigotas e em formas amastigotas de L. infantum chagasi internalizadas em
macrofagos, utilizando metodologias convencionais, como a microscopia Optica, bem
como implantacdo de uma nova metodologia utilizando citometria de fluxo. Apds varios
ensaios, os compostos derivados de Benzofenonas (AL-13, AL-16, AL-19 e B-5), cujas
acoes leishmanicidas se sobressairam as demais, foram combinados em 11 diferentes
associagOes. Estas foram testadas quanto a citotoxicidade em macrofagos e a acdo
leishmanicida em formas amastigotas internalizadas por macrofagos. Os resultados
obtidos tanto pela microscopia Optica quanto pela citometria de fluxo apresentaram
similaridades quanto a inibicdo da taxa de infeccdo em macrofagos infectados por L.
infantum chagasi. Partindo deste pressuposto, nossos estudos sugerem que: 1) 3 (das 11
associagdes propostas) apresentam agdo leishmanicida e merecem ser consideradas para
estudos in vivo; 2) a grande similaridade dos resultados obtidos tanto pela técnica de
avaliacdo do grau de infeccdo de Leishmania em macrofagos utilizando microscopia
optica quanto pela citometria de fluxo ¢ um indicativo de que esta nova metodologia pode
ser utilizada em um futuro préximo no estudo de triagens de drogas com potencial

leishmanicida in vitro.

Xiv



ABSTRACT

SILVA, Adriana Carneiro da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2017. In vitro
evaluation of the leishmanicidal potential of Triazole derivatives and Benzophenone
derivatives. Advisor: Eduardo de Almeida Marques da Silva.

Leishmania infantum chagasi is the etiologic agent of Visceral Leishmaniasis, a disease
that affects thousands of people worldwide. The usual treatment is based on a restricted
repertoire of drugs with high toxicity and costs. The development of new drugs is essential
for the control and treatment of this disease. In the current scenario, one possibility for
the discovery of new drugs is the use of synthetic chemical compounds. In this context,
we propose to evaluate the leishmanicidal activity of Triazole compounds derived from
6-hydroxyisobenzofuran-1 (3H) -one and indan-1,3-dione and compounds derived from
Benzophenones. In this work, we performed the in vitro study of the cytotoxicity of these
compounds in RAW 264.7macrophages, in promastigote and amastigotes forms of L.
infantum chagasi internalized in macrophages, using conventional methodologies, such
as optical microscopy, as well as implantation of a new methodology using flow
cytometry. After several trials, the compounds derived from Benzophenones (AL-13, AL-
16, AL-19 and B-5), whose leishmanicidal actions stood out the others, were combined
in 11 different associations. These were tested for macrophage cytotoxicity and
leishmanicidal action in amastigote forms internalized by macrophages. The results
obtained by both optical microscopy and flow cytometry showed similarities regarding
inhibition of infection rate in L. infantum chagasi infected macrophages. Based on this
assumption, our studies suggest that: 1) 3 (of the 11 proposed associations) present
leishmanicidal action and deserve to be considered for in vivo studies; 2) the great
similarity of the results obtained both by the technique of evaluation of the degree of
Leishmania infection in macrophages using optical microscopy and by the flow
cytometry is an indicative that this new methodology can be used in the near future in the

study of drug screenings with leishmanicidal potential in vitro.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) ¢ uma antropozoonose negligenciada, endémica
em todos os continentes, com exce¢do da Oceania. E estimado que ocorra 500.000 novos
casos ¢ 59.000 obitos por ano (OMS, 2010). E uma doenga cronica, causada por
protozoarios flagelados do género Leishmania, da familia Trypanosomatidae. E
transmitida ao homem durante o repasto sanguineo das fémeas dos flebotomineos do
género Lutzomyia, nas Américas, e Phlebotomus, no Velho Mundo (DAFTARIAN et al.,
2013). Os caes sdo o principal reservatorio deste parasito (COURA-VITAL et al., 2013).

A LV, também conhecida como Calazar (palavra de origem Hindi, que significa
“doenca negra”) ¢ uma doenca sistémica grave, que afeta 6rgaos viscerais (figado e bago)
e medula 6ssea, podendo levar seu hospedeiro a morte (DANTAS-TORRES et al., 2006).
E amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais. Cerca de 90% dos casos
sdo encontrados em regides de pobreza (Suddo, Bangladesh, India, Nepal e Brasil)
(MONTALVANO et al., 2012). No entanto, o aumento do nimero de casos nao se deve
somente as questdes econdmicas, mas também a mudanca de comportamento da
sociedade nos ultimos anos, como o convivio com areas florestais e a expansdo urbana,

que contribuem e muito para o aumento do nimero de casos (MENEZES et al., 2016).

Apesar da LV ser uma velha conhecida, o arsenal terap€utico ¢ limitado
principalmente aos Antimoniais Pentavalentes. No entanto, a sua utilizacdo ¢
problematica, ja que sdo responsaveis por causar diversos efeitos colaterais e serem
toxicos, além de terem uma eficacia limitada (MISHRA et al, 2013; SUNDAR;
CHAKRAVARTY; 2010). Além disso, a grande quantidade de medicacdo e o longo
tempo de terapia tornam o tratamento caro e muitas vezes incompleto, devido ao
abandono por parte dos pacientes. Fato que esta associado ao desenvolvimento de

resisténcia dos parasitos ao farmaco (ROJAS et al,, 2006; OUELLETTE ez al.; 2004).

Diante deste cenario, o grande desafio dos pesquisadores nos tltimos tempos
tem sido desenvolver novas drogas mais eficientes ou inovar em formulagdes de drogas
ja existentes. Diante desta situag@o, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimula a
pesquisa de novos compostos sintéticos ou naturais com o objetivo de se desenvolver
novas drogas mais eficazes, baratas e com baixa toxicidade para o paciente (OMS, 2010).

Essa possibilidade ¢ uma importante estratégia para se explorar o desenvolvimento de



compostos sintéticos derivados de produtos naturais, que permitam uma maior

viabilidade da produc¢do e uma redugdo de custos (TIUMAN et al.; 2011).

Pensando nisto, este trabalho propos-se a avaliar a atividade de compostos
Triazdlicos (derivados da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H) — ona da indan-1,3- diona) e
derivados de Benzofenonas contra parasitos L. infantum chagasi, uma vez que existem
na literatura relatos de que estes compostos apresentam acdo anti-chagésica,
leishmanicida, antitumoral e antibacteriana (DE MELOS et al., 2015; SANTA-CECILIA
etal.,2011).

Foram testados inicialmente 26 compostos Triazolicos e 14 derivados de
Benzofenonas e, aqueles que apresentaram baixo indice de citotoxicidade para
macrofagos RAW 264.7, seguiram com os testes in vitro. Estes foram testados
individualmente e associados em formas promastigotas e amastigotas internalizadas em
macrofagos, para se avaliar o potencial leishmanicida. Foram utilizadas para isso
metodologias in vitro convencionais, tais como o ensaio de reducdo do sal tetrazolico
(MTT) e a microscopia Optica, quanto uma nova metodologia proposta por este grupo de
pesquisa, utilizando a citometria de fluxo, com o intuito de melhorar a confiabilidade e

rapidez dos ensaios.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 As Leishmanioses

A leishmaniose é um complexo de doengas causadas por no minimo 30 espécies
de parasitos do género Leishmania (CROFT; COOMBS, 2003). A doenga afeta cerca de
12 milhdes de pessoas no mundo, com uma incidéncia anual de aproximadamente 2
milhdes de casos e 350 milhdes de individuos vivem sob area de risco (BERN et al.,
2012). As leishmanioses ocorrem em mais de 100 paises e as regides mais afetadas sdo
aquelas localizadas em zonas tropicais e subtropicais, com destaque para as localizadas
no subcontinente Indiano, Sul Europeu, Asia Ocidental e América Sul e Central, tanto em
areas urbanas como peri-urbanas (ASHFORD et al., 2000). Muitos fatores como a
epidemia do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (ALVAR et al., 2008), o aumento
das viagens internacionais, a falta de vacinas efetivas, a dificuldade no controle dos
vetores, os conflitos internacionais e o desenvolvimento de resisténcia as drogas
existentes no mercado tendem a aumentar ainda mais o nimero de casos de leishmaniose
(SERENO et al., 2007). b

Os parasitos Leishmania foram descritos pela primeira vez independentemente
por Willian Leishman e Charles Donovan em 1903, mas ja tinham sido observados por
David D. Cuningham em 1885 e por Peter Borovsky em 1989. Somente em 1903 ¢ que o
género Leishmania foi proposto por James Wright (VANNIER-SANTOS et al.,2002).
No ano seguinte, Leonard Rogers conseguiu cultivar o parasito e, em 1907, Patton

descreveu diferentes formas morfologicas (CABRERA ef al., 1999).

Os protozoarios do género Leishmania possuem ciclo heteroxénico, isto é,
envolve a alterndncia entre hospedeiros invertebrado e vertebrado. O hospedeiro
invertebrado ¢ o flebotomineo vetor da familia Psychodidae, sub-Familia Phlebotominae,
do género Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo), popularmente
conhecidos no Brasil como mosquito palha, tatuquira, cangalhinha, asa dura, ou birigui,
dentre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2014) (Figura 1). Estes se tornam infectados
durante o repasto sanguineo em individuos enfermos (ciclo antropondtico) ou em
reservatorios animais (ciclo zoonotico). Interessante ressaltar que somente as fémeas sao
hematofagas (KUMAR; ENGWERDA, 2014). Atualmente, 30 espécies de flebotomineos
sdo vetores comprovados ou suspeitos de serem transmissores de Leishmania, apesar de

existirem cerca de 1000 espécies diferentes ( DESJEUX, 2004).



Figura 1. Desenho esquematico de flebotomineo. Geralmente ndo ultrapassam 0,5 cm de comprimento.
Possuem pernas longas e delgadas, o corpo densamente piloso. Quando em repouso, mantém a posi¢ao

caracteristica, com asas entreabertas e levantadas. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2014.

O ciclo de vida de Leishmania é marcado pela presencga de duas diferentes formas
caracteristicas: a forma amastigota (célula imovel, internalizada em fagocitos
mononucleares de hospedeiros mamiferos) e forma promastigota (célula com flagelo,
extracelular, presentes no intestino do flebotomineo) (DOSTALOVA; VOLF, 2012). O
ciclo se inicia quando o hospedeiro vertebrado ¢ picado pela fémea do flebotomineo
infectada, que inocula a forma infectante (promastigotas metaciclicas) durante o repasto
sanguineo (KAYE; SCOTT, 2011). A Leishmania ¢ depositada por meio da glandula
salivar juntamente com uma mistura de secrecdo salivar e uma série de proteinas,
fundamentais para o processo de infecg¢do e sobrevivéncia do parasito (CARREGARO et
al., 2015; MONTEIRO et al., 2005). Uma vez internalizados por macréfagos, histidcitos
ou monocitos, os parasitos perdem o flagelo e se transformam em amastigotas
intracelulares que se alojam em fagossomos, dando inicio a uma intensa multiplicagdo
por divisdo binaria, que culmina com o rompimento da célula. As formas amastigotas
entdo se disseminam pelas vias linfaticas e hematogénicas, levando a uma reacdo
inflamatoria que atrai novas células fagociticas, gerando um ciclo vicioso (BASANO et
al., 2004). O flebotomineo se infecta ao se alimentar de sangue do individuo doente e
ingerir formas amastigotas. Estas se desenvolvem exclusivamente no intestino médio e

anterior do vetor (LAINSON et al., 2010), onde se diferenciam em promastigotas e, em
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processo denominado metaciclogénese, evoluem para as formas promastigotas
metaciclicas (formas infecciosas). Durante o proximo repasto sanguineo, o flebotomineo
infectard um novo individuo (CHAPPUIS et al., 2007). Esta etapa de desenvolvimento
no vetor ¢ essencial para que o parasito sofra alteragdes bioquimicas e morfologicas para
driblar o sistema imunologico do vetor e adquirir um estdgio de infecciosidade essencial
para a manutengdo do ciclo (GARG er al., 2005). A Figura 2, demonstra de forma

resumida o ciclo de vida de Leishmania.

Ciclo de vida da Leishmania
(transmissdo antropondtica e zoondtica)
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania. Adaptado de KUMAR; ENGWERDA, 2014.

Os macrofagos estdo presentes em todos os tecidos do corpo, o que garante as
formas amastigotas do parasito um facil e seguro meio de disseminacao pelo organismo
do hospedeiro, causando um amplo espectro de danos corporais. Na pele, esses danos se
manifestam sob a forma de lesdes cutineas (difusa ou localizadas); nas mucosas, sob a
forma de leishmaniose mucocutanea. A infec¢do pode ainda se disseminar pelas visceras,
levando ao quadro de LV, a forma mais grave (LIPOLDOVA; DEMANT, 2006). Os
parasitos também podem invadir, dentre outros, 6rgdos como nddulos linfaticos, medula
ossea e pulmdes (DUARTE e al., 1989). Ha estudos que relatam também a presenca de
parasitos no cérebro (LASKAY et al,1995). O tipo e o grau de patologia que sera
desenvolvida pelo hospedeiro vai depender de sua condi¢do nutricional, imunologica, de
seus fatores genéticos, das condi¢des bioldgicas do vetor, além de fatores ambientais e

sociais (DUARTE et al., 1989; MCMAHON-PRATT, 2004). Pacientes que sao



infectados por espécies diferentes de Leishmania apresentam manifestacdes clinicas
diferentes, porém ha pacientes que sdo infectadas pelo mesmo tipo de Leishmania e
desenvolvem sintomas diferentes, inclusive com resposta ao tratamento diferenciada
(BERMAN et al., 1997; ZIJLSTRA, 2003). As explicacdes para estes achados ainda ndo

sdo bem entendidas.

Figura 3. Sinais clinicos da Leishmaniose. A) Lesdo cutinea; B) Lesdo mucocutinea; C) crianga com
leishmaniose visceral; D) Paciente com leishmaniose dérmica p6s-Kala Azar (manifestacdo dérmica que
pode surgir em pacientes que apresentaram o quadro de Kala Azar, mesmo apds 20 anos de tratamento,

adequado ou ndo). Adaptado de CHAPPUIS et al., 2007.

2.2 A Leishmaniose Visceral

A LV, popularmente conhecida como Kala Azar ou Calazar, ¢ causada pela L.
infantum chagasi no Novo Mundo e pela L. donovani e L. infantum no Velho Mundo
(KUMAR; ENGWERDA, 2014). E a forma mais severa da doenga. Nesta variante, os
parasitos tém preferéncia por infectar macrofagos de Orgdos viscerais e sdo
frequentemente encontrados no bago e figado, causando espleno e hepatomegalia,
respectivamente (CHAPPIUS et al., 2007). Quando nio tratada, leva a morte (CROFT;
COOMBS, 2003). Cerca de 90% dos casos ocorrem no Nepal, Bangladesh, Brasil, Suddo

e India, sendo o ultimo onde ocorre o maior nimero de casos (cerca de 10.000 ao ano)
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(BERN et al., 2012; DESJEUX, 2004). A Figura 4 mostra a o estado epidemiologico da
LV no mundo em 2013, segundo dados da OMS.
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Figura 4. Aspectos epidemiologicos da leishmaniose visceral no mundo, registrados em 2013. (OMS,

2013).

As manifestacdes clinicas da LV sdo caracterizadas pelo acometimento dos 6rgaos
viscerais, como resultado da proliferacdo dos parasitos em células fagocitarias do figado,
baco, medula 6ssea e orgdo linfoides. O periodo de incubagdo é de cerca de 10 dias,
podendo se estender para mais de um ano. Os sintomas iniciais incluem febre, nauseas,
anorexia, perda de peso, dores abdominais, calafrio, hepato e esplenomegalia,
imunossupressdo e pancitopenia. A gravidade e o surgimento dos sintomas estdo
intimamente relacionados com as condi¢des imunoldgicas e nutricionais do paciente
(KEVRIC et al., 2015; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Pacientes que apresentam o
virus HIV s@o mais susceptiveis de desenvolverem complicagdes relacionadas coma LV,
podendo exacerbar uma infeccdo sintomatica inicial grave ou reativar uma infec¢do ja
resolvida. Em casos onde ambas as infecgdes estdo ativas e instaladas, ¢ observada uma
elevada taxa de replicacdo do virus HIV, caracterizando um efeito sinérgico negativo em
ambas as infeccgoes. Tal fato se justifica devido as similaridades entre as células imunes
alvos, o que leva a um processo cronico de estimulacdo do sistema imunoldgico

(ALEMAYEHU et al., 2016; LAULETTA et al., 2016).



Alguns pacientes, principalmente aqueles localizados na India e Sudio, que sdo
infectados por Leishmania donovani, podem apresentar apos meses ou anos de tratamento
um quadro clinico conhecido com Leishmaniose Dérmica Pos-Kalazar (LDPK) (Figura
3D), caracterizado por fulminante e progressiva proliferagdo de parasitos remanescentes
na pele. Surgem méaculas difusas e despigmentadas e lesdes nodulares por toda a extensdo
do corpo. As bidpsias das lesdes demonstram a presenca de macrofagos infectados por
amastigotas com o mesmo perfil genético do parasito que levou ao quadro de LV
(ALEMAYEHU et al., 2016; HANDLER et al., 2015; KEVRIC et al., 2015).

A LV ¢ causada por protozoarios do complexo donovani: Leishmania infantum e
Leishmania donovani no Velho Mundo e L. infantum chagasi no Novo Mundo
(HERWALDT et al., 1999; SINGH; SIVAKUMAR, 2004). Em 2006, no Ira, foi relado
o primeiro caso de LV causado por Leishmania tropica (ALBORZI et al., 2006). Nas
Américas, a LV ¢ causada pelo agente etiologico L. infantum chagasi, sendo que, no
Brasil, 90% dos casos registrados estdo relacionados a esta espécie (SILVA et al., 2007).
Existe uma discordancia com relagdo a nomenclatura utilizada no meio cientifico com
relacdo a espécie de Leishmania causadora de LV nas Américas. Para muitos o termo L.
infantum deve ser usado como sinénimo de L. chagasi, como proposto por Leblois em
2011 (LEBLOIS et al., 2011). Para outros, as espécies apresentam diferengas moleculares
sutis, que nao permitem que estas duas espécies sejam reconhecidas como idénticas.
Como existem muitas questdes a serem esclarecidas em relacdo a origem, a identidade e
a epidemiologia do agente causador da enfermidade nas Américas, Shaw publicou em
2006 (SHAW, 2006), uma declaragdo defendendo a ideia de que deveria ser adotada a
nomenclatura defendida por Dantas-Torres, a de L. infantum chagasi (DANTAS-
TORRES et al.,2006), o que justifica a nomenclatura utilizada neste trabalho.

O primeiro caso de LV no continente Americano foi descrito por Carlos Chagas
em 1911, apos relatar quadros de esplenomegalias em criangas da Bacia Amazonica
(CHAGAS et al., 1911). No Brasil, o primeiro registro da doenca ocorreu em 1913, como
resultado da analise de material de necropsia de um paciente vindo de Boa Esperanca, no
Mato Grosso, pelo pesquisador Migone no Paraguai (MIGONE, 1913).

Até a década de 90, a LV era considerada uma doenga tipica de zonas rurais,
principalmente no nordeste brasileiro, em municipios de baixas condi¢des
socioecondmicas. No entanto, na ultima década, a enfermidade se disseminou para além

das fronteiras rurais, alcangando os centros urbanos (COSTA et al., 2007).



O aumento dos casos de LV no Brasil cresceu consideravelmente nos ultimos
anos: durante os anos 80, foram registrados cerca de 1500 casos por ano, de 2003 a 2008
o numero de casos subiu para 4000 casos por ano e, de 2010 a 2014, este numero saltou
para 17.000 casos por ano, com mais de 1.100 mortes registradas em um quarto dos
municipios brasileiros (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; WERNECK et al., 2016). O
aumento acelerado dessa parasitose esta diretamente relacionado com o nivel
socioecondmico da populacdo, a falhas no acesso ao tratamento e a medidas preventivas,
a migracdo da populacdo de areas endémicas para areas ndo endémicas, as condigdes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento do Lu. Longipalpis, ao crescimento urbano
desordenado e a concomitante presenga de insetos vetores com animais domésticos, além
do desmatamento (BARATA et al., 2014; PRADO et al., 2011; SALOMON et al., 2015).
E importante ressaltar neste cendrio a presenga dos cdes domésticos (Canis familiaris)
como principal reservatorio do parasito (SHIMOZAKO et al., 2017). Mesmo os caes
assintomaticos apresentam um elevado parasitismo cutaneo.

Conter as leishmanioses ¢ uma ardua e dificil tarefa, uma vez que existe uma
diversidade de agentes, reservatorios, vetores e situagdes epidemioldgicas, unidos ao
conhecimento cientifico insuficiente em varios aspectos (MINISTERIO DA SAUDE,
2016). Em 2006, o Ministério da Saude langou o PVCLV (Programa de Vigilancia e
Controle da Leishmaniose Visceral), cujo principal objetivo € conter o avanco, a
morbidade e a letalidade da doenga. As medidas incluem diagnostico e tratamento
imediato dos casos humanos, reducdo da populacdo de flebotomineos com a pulverizacao
usando inseticidas com efeito residual e a eutanasia de cies soropositivos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2016). Mesmo com todas essas medidas, casos autdctones de LV vém
aumentando em areas urbanas endémicas. Segundo o Ministério da Saude, existem
diversos problemas relacionados com o cumprimento da PVCLC, tais como a
descontinuidade do programa de controle, seja por falta de recursos ou por falta de
interesse das autoridades locais, ou ainda pela recusa da populag@o em receber os técnicos
nas residéncias para o controle quimico dos vetores e para o controle do reservatorio
canino (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; ZUBEN et al., 2016).

Como exposto até 0 momento, ha inimeros desafios no tocante ao controle da LV.
O tratamento de humanos infectados ainda ¢ a melhor e a principal ferramenta de controle
(MORALIS et al., 2015). Um grande problema relacionado ao combate a LV em todo o
mundo esta relacionado com o crescente nimero de casos humanos resistentes aos

Antimoniais Pentavalentes e a Anfotericina, drogas de primeira e segunda escolhas para
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o tratamento, respectivamente (ROJAS et al., 2006). Além disso, tem-se aumentado o uso
de farmacos destinados ao tratamento humano em caes, onde o sucesso terapéutico € nulo
€ 0s parasitos permanecem apos o tratamento, com grandes chances de recidivas da
infeccdo. Isto aumentam as possibilidades dos parasitos desenvolverem resisténcia aos
medicamentos utilizados no tratamento da LV em humanos (CLAUDIA; SILVA, 2008).

Diante do exposto, torna-se clara a necessidade de se desenvolverem novas
formulagdes, novos fAirmacos e novas estratégicas terapéuticas que possam ser utilizadas
no combate e/ou controle da LV tanto em humanos quanto em cédes (REIS et al.,2010;

ROATT et al., 2014).

2.3 O Tratamento da Leishmaniose Visceral

Atualmente existem aproximadamente 25 principios farmacéuticos disponiveis
em uso que mostram efeito leishmanicida, mas poucos apresentam uma boa relagdo
custo/beneficio. O tratamento de escolha para leishmaniose inclui os Antimoniais
Pentavelentes. Em muitos casos, outras drogas como a Anfotericina B, a Pentamidina, a
Miltefosina e Aminosideos podem ser também usados (MONZOTE, 2009; PELISSARI
etal.,2011).

O grande problema relacionado ao tratamento das leishmanioses ¢ a alta
toxicidade das drogas, além dos diversos e incomodos efeitos adversos, que muitas vezes
levam o paciente a abandonar o tratamento e ao surgimento de cepas resistentes
(COELHO, 2016; YASUR-LANDAU et al., 2016). Junte-se a isto os altos custos
relacionados ao tratamento (profissionais treinados, material hospitalar, internagdes e
etc.). A juncao de todos os detalhes se torna um empecilho ao tratamento adequado.

Os Antimoniais Pentavalentes (Tabela 1) sdo as drogas de escolha para o
tratamento de todas as formas clinicas de leishmaniose. Apods sua administragdo,
apresenta uma alta concentra¢do no plasma, figado e baco. No figado, ele ¢ convertido
em sua forma trivalente, aparentemente a mais toxica (FREZARD et al., 2009; SUNDAR
et al., 2010). O mecanismo de acdo preciso do antimoniais ainda prevalece um enigma,
mas sabe-se que sua agdo leishmanicida depende da sua redugdo in vivo de SbY para a
Sb' ¢ que somente as formas amastigotas sdo susceptiveis (FREZARD et al., 2009).
Acredita-se que o SbY atue sobre varios alvos, tais como no processo bioenergético do
parasito, por inibir a glicolise, na beta-oxidacdo de acidos graxos e na fosforilagdo de
ADP (OUELLETTE et al., 2004). Também ¢ sugerido que ele possa causar um bloqueio

nao-especifico dos grupos -SH das proteinas nas formas amastigotas, causando a inibi¢ao
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da DNA topoisomerase | (CHAKRABORTY; MAJUMDER, 1988). Mais recentemente,

foi demonstrado que os derivados antimoniais podem alterar o potencial eletroquimico

dos tiois, em ambas as formas evolutivas do parasito, por promover o efluxo ativo de

tiois, glutaniona e tripanotiona, tornando o parasito mais susceptivel ao estresse oxidativo

(OUELLETTE et al., 2004). O longo tempo de tratamento permite que altos niveis da

droga se acumule nos tecidos, principalmente figado e bago. O tratamento com derivados

de antimo6nio causa uma série de efeitos adversos, tais como mialgia, natseas, vomito,

pancreatite, arritmia cardiaca e hepatite, levando muitas vezes ao término do tratamento

antes do tempo estipulado (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Atualmente, varias

limitagdes t€ém reduzido o uso dos antimoniais: a eficacia variavel contra Leishmaniose

cutdnea e LV, assim como o aumento do niimero de formas resistentes. A recomendagao

tem sido a troca de antimoniais por Anfotericina B em zonas refratarias (SINGH;

SIVAKUMAR, 2004).

Tabela 1. Estrutura quimica de Antimoniais Pentavalentes empregados na clinica médica.

Adaptado de RUTH et al. (2003).

Estrutura quimica

Nome quimico / comercial
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0 OH
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I OH
HN— OH
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Gluconato de Antimoénio (V) Sodico
Na® 09 Na ou Estibogluconato de Sodio /
SoHO,_ O Pentostam® ou
HO, - \ .
- O‘S'b 05960 OH Solustibosan®
0~ E
HO H OH
07 0° Na
(I)H
0= ?b'(?l I Uréia Estibamina / Estibamine®
NH-CO-Nt,
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A Anfotericina B (Figura 5) ¢ um macrolideo polieno antifingico, descoberto em
1956, produzido por cultura de actinomicetos Streptomyces nodosus, uma bactéria
filamentosa. Em 1960, foi demonstrada a sua atividade leishmanicida
(CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011; SAHA et al., 1986). A droga é pouco
absorvida pelo trato gastrointestinal e exibe uma distribuicdo multicompartimental.
Parasitos do género Leishmania e fungos contém ergosterol como principal constituinte
de suas membranas plasmaticas ao invés do colesterol das membranas de células animais.
Este lipideo ¢ um esteroide de 28 carbonos (C-28), dupla ligacdo em C-22 e uma metila
em C-24. O mecanismo de acdo da Anfotericina B decorre de sua ligagcdo ao ergosterol,
com consequente alteracdo de permeabilidade de membrana e do equilibrio osmoético do
parasito (CHATTOPADHYAY ; JAFURULLA, 2011; SAHA et al., 1986; URBINA,
1997). O uso clinico de Anfotericina B ¢ recomendado para os casos graves de
leishmaniose nao responsiva ao tratamento convencional, em que ha risco de morte. Seu
uso ¢ bastante restrito devido aos iniimeros efeitos toxicos que apresenta, como febre,
calafrios, hipotensdo ou hipertensdo, diminuicdo da fungao renal e dos niveis séricos de

potassio (GERBAUD et al., 2003).

HO

HOO

Figura 5. Estrutura quimica da Anfotericina B. Fonte: MONZOTE, 2011.

No final da década de 1990, foram desenvolvidas novas formula¢Ges farmacéuticas
visando diminuir a toxicidade da Anfotericina B. Em geral, estas formulagdes sdo bem
absorvidas pelo sistema fagocitico mononuclear, no qual as formas amastigotas de

Leishmania residem, sendo pouco absorvidas pelo rim, o 6rgdo alvo de toxicidade do
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farmaco (FILIPPIN; SOUZA, 2006; LINCOPAN et al., 2005; SOARES-BEZERRA et
al., 2004).

A Pentamindina (Figura 6), um derivado aromatico de diaminas, apresenta
atividade antitripanossomatidea, antifingica, antibacteriana, antiviral e antitumoral. E
originalmente utilizada no tratamento de tripanossomatideos na Africa e, desde 1939, foi
demonstrado seu efeito leishmanicida. A concentracdo da droga mostra-se
consideravelmente alta no figado, rins e bago (BALANA-FOUCE et al., 1998). As
diamidinas interferem na sintese de poliaminas, inibindo a utilizacdo de S-adenosil-L-
metionina por inibir enzimas como a ornitina descarboxilase e a espermidina sintetase,
impedindo assim a sintese de moléculas importantes para a manutencdo da vida do
parasito (BACHARACH et al., 1979; BASSELIN et al., 1997). Além disso, elas sdo
capazes de se ligar ao DNA em regides ricas em sequéncias A — T (adenina — timina)
(MISHRA et al., 2007; SOARES-BEZERRA et al., 2004). A Pentamidina usada no
tratamento da leishmaniose cutanea apresentou-se menos toxica do que os Antimoniais
Pentavalentes, embora tenham sido observados alguns efeitos adversos expressivos,
como mialgia, dor no local da administracdo, nausea, dor de cabeca e hipotensao.
Entretanto, para o tratamento da leishmaniose visceral, como é necessaria a administragio
de altas doses de Pentamidina, os efeitos toxicos observados sdo maiores do que os
apresentados pelos Antimoniais Pentavalentes, havendo exacerbacdo dos efeitos ja
citados e a incidéncia de taquicadia e hiperglicemia (BASSELIN et al., 2002). Em geral,

o uso dessa droga tem declinado devido a baixa eficécia e a alta toxicidade.

HN
NH

O—(CH,)+—0

NH, NH,

Figura 6. Estrutura quimica da Pentamidina. Fonte: MONZOTE, 2011.

A Miltefosina (Figura 7), também conhecida como Hexadecilfosfocolina, ¢ uma

alquilfosfocolina desenvolvida originalmente para o tratamento de cancer (UNGER ez al.,
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1989). O farmaco vem sendo utilizado na India para o tratamento de pacientes com
leishmaniose refrataria ao tratamento convencional com Antimoniais, apresentando
resultados bastante promissores (SINDERMANN et al., 2004). Atualmente, desponta
como a melhor alternativa para o tratamento da LV, uma vez que o fairmaco pode ser
administrado por via oral, ao contrario de outros (SUNDAR et al., 1998). O mecanismo
de acdo leishmanicida deste composto pode ser extrapolado a partir de seu efeito sobre as
células de mamiferos, onde provoca a modulagdo de receptores de superficie celular, o
metabolismo de inositol, a ativagdo de fosfolipases, proteinas cinases C e outras vias
mitogenas que levam a apoptose (VERMA; DEY, 2004). Os efeitos adversos da
Miltefosina incluem distirbios gastrointestinais e toxicidade renal, que sdo reversiveis
apos o tratamento. O principal problema relacionado a terapia com este farmaco diz
respeito aos seus efeitos teratogénicos, sendo contraindicado em gestantes (COELHO,
2016). Por outro lado, a Miltefosina tem mostrado 6timos resultados no tratamento de LV

em pacientes imunodeficientes ou imunocomprometidos (SUNDAR et al., 2002).

CH;—(CH)1sCH2—0

0
|1|3 O——(CH,)5—N"(CH;);

D_

Figura 7. Estrutural quimica da Miltefosina. Fonte: MONZOTE, 2011.

A Paromomicina (aminosidina) (Figura 8) ¢ um antibiotico aminoglicosideo
extraido de Streptomyces rimosus, licenciado na Europa para o tratamento parenteral de
infeccdes bacterianas. Seu mecanismo de acdo consiste na inibi¢cdo de sintese proteica,
por sua ligacdo a proteinas ribossomicas, induzindo a leitura equivocada do RNA
mensageiro. Desta forma, a droga interfere no complexo de formagdo de peptideos,
causando ruptura dos polissomos em monossomos nao funcionais. A Paromomicina ¢
diferente da neomicina B somente na substituicdo de uma OH por uma amina (-NH2) e
possui um espectro de atividade parasitaria que ndo ¢ apresentado por outro antibidtico

aminoglicosideo (ETIT; ERO, 1997; KIM et al, 2009; SOARES-BEZERRA et al,
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2004). Os efeitos colaterais mais comuns associados a Paromomicina sdo otites e
disfuncdes hepaticas, e dependendo da formulacdo, alguns pacientes apresentaram

também quadros de pruridos na pele (BALANA-FOUCE et al., 1998).

CHZOH HZN Q

o CTLOH OH

H H,N _OH

5 0~ ™ CH,NH,

Figura 7. Estrutura quimica da Paromomicina. Fonte: RUTH et al., 2003.

Merecem destaque também outras drogas que também sdo usadas clinicamente no
tratamento das leishmanioses, tais como:

Drogas anti-retrovirais: utilizadas em tratamentos de pacientes que apresentam
quadro de infeccdo pelo HIV. Foi observado que pacientes co-infectados que faziam uso
de Indinavir (Figura 9A) e Saquinavir (Figura 9B), duas drogas inibidororas de proteases
do HIV, apresentavam atividade farmacologica contra L. major e L. infantum chagasi.
Estes achados sugerem que novos estudos devem ser realizados para se observar a acdo
de tais drogas sob as formas amatigotas de Leishmania, para validar a real contribuicdo
das mesmas no tratamento de leishmanioses (COSTA et al., 2016; DEMARCHI et al.,
2012; SAVOIA et al., 2005).
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Figura 9. Estrutura quimica: A) Indinavir e B) Saquinavir. Fonte: SANGI, 2016.

15



Imunomoduladores: a cura para as leishmanioses parece depender de uma
resposta imune efetiva, a qual ativa macrofagos para produzirem espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio com o intuito de matar as formas amastigotas intracelulares. Porém,

este processo pode ser suprimido durante a infec¢ao.

Uma alternativa ao tratamento das leishmanioses seria a associacdo de drogas
leishmanicidas com produtos que estimulem o sistema imunoldgico. A proposta ¢
aumentar o poder da resposta imune por ativagdo dos macroéfagos e aumentar a producdo
de espécies reativas para eliminar a infec¢do (BANERJEE ef al.,2004; MURRAY et al.,
2003). O primeiro estudo usando imunomoduladores fez a associacdo entre IFN-y
humano e drogas Antimoniais para a terapia de LV em pacientes no Kenia e na India
(SUNDAR et al., 1997). O grande problema relacionado aos imunomoduladores € o preco
exorbitante para uma populacdo pobre. Portanto, essa possibilidade precisa ser mais

explorada a fim de se encontrar alternativas mais baratas e mais efetivas.

O aumento da auséncia de resposta as muitas monoterapias da espaco a
combinagdo terapéutica no tratamento das leishmanioses. A combina¢do de drogas
leishmanicidas pode reduzir o potencial toxico, prevenir a resisténcia, além de aumentar
o espectro de agdo da terapia (SINGH et al., 2016). A Paromomicina tem sido usada
associada ao Estibugluconato de Sédio no tratamento de LV no Sudio, demonstrando
resultados satisfatorios (MELAKU e al., 2007, THAKUR et al., 1992).

Nas tltimas décadas tem-se observado o surgimento de um novo impeto para a
descoberta de novas drogas leishmanicidas, seja por causa dos novos conhecimentos
acerca da biologia, das vias metabodlicas e do genoma do parasito, ou por causa da
evolu¢do de novas técnicas quimicas, ou pelos varios avancos nas ferramentas de
bioinformatica. Fato ¢ que atualmente o desenvolvimento de drogas tanto de fontes
naturais quanto sintéticas tem importancia relevante na pesquisa por terapias alternativas
e mais eficazes.

Os produtos naturais sao uma potencial fonte de uma susbstancias quimicas com
caracteristicas notaveis. Vastas informagdes t€ém-se acumulado nos ultimos anos sobre
produtos naturais com atividade leishmanicida e com resultados satisfatorios
(ADEBAYO et al., 2013; ALMEIDA, 2011; BARROS et al., 2013; DAGNINO et al.,
2015; ISLAMUDDIN et al., 2014; LAGE et al., 2015; PATIL et al., 2012; RODRIGUES
et al, 2015). Muitos estudos revelaram novas fontes de novos produtos em

microrganismos ou em ambiente marinho, como é o caso de uma glicoproteina isolada da
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espécie marinha Pachymatisma johnstonii, que mostra um elevado potencial
leishmanicida in vitro contra L. donovani, L. braziliensis ¢ L. maxicana (LE PAPE, 2000),
e a afidicolina (Figura 10), um metabdlito isolado da Nigrospora sphaerica, que inibe o
crescimento de formas amastigotas e promastigotas de L. donovani (KAYSER et al.,
2001).

Figura 10. Estrutura quimica Afidicolina. Fonte: SANTOS, 2012.

Ainda assim, as plantas sdo a fonte mais explorada. Varios estudos mostram a
validacdo das propriedades leishmanicidas de varios extratos de plantas de diferentes
regides geograficas, como Brasil (TEMPONE et al, 2008), México (PERAZA-
SANCHEZ et al.,2007), Colombia (WENIGER et al., 2001) e Peru (KVIST et al., 2006).
Apesar de parecer promissor, muitos estudos falharam devido a alta citotoxicidade desses
extratos para células de mamiferos, a complicada forma de extra¢@o ou a dificuldade de
se conseguir uma via alternativa de sintese (KINGSTON; NEWMAN, 2005).

A quimica medicinal ¢ uma ciéncia recente aplicada diretamente no
desenvolvimento de novas drogas devido aos avangos tecnoldgicos, principalmente na
areas molecular, de biologia estrutural e de quimica computacional. As modificagdes em
uma molécula original para se obter um novo composto t€ém sido um sucesso para o
desenvolvimento de novas drogas baseado no conhecimento sobre o alvo molecular no
parasito (LINARES etal.,2006; NWAKA; HUDSON, 2006; YOSHINO et al., 2015). A
substitui¢do, eliminacdo ou adi¢do de um determinado grupo farmacoférico pode ajudar
a aumentar ou modular as caracteristicas farmacocinéticas e toxicoldgicas de uma
determinada droga. Estes aparatos, junto com as ferramentas de bioinformatica, tém
possibilitado uma pesquisa virtual por novas drogas potenciais (LINARES et al., 2006).
Em paralelo, o delineamento de inibidores especificos ¢ explorado como uma
possibilidade no controle do crescimento de parasitos sem prejudicar o hospedeiro

(SANTOS et al., 2008). Muitos dos alvos promissores sdo as topoisomerases (DAS et al.,

17



2006), cinetoplastos (MOTTA, 2008), acidos graxos e vias de esterois (ROBERTS et al.,
2003), dentre outros. Muitos produtos sintetizados apresentam potencialidade como
leishmanicida. Como exemplo, os azasterodis, inibidores da 24-metiltransferase, que
mostram ac¢ao contra as formas promastigotas da L. donovani e amastigotas axénicas da
L. amazonensis (GIGANTE et al., 2009). A sintese de produtos tem sido considerada um
sucesso com muitas vantagens, tais como: custo, tempo de obtengdo e maior quantidade
na producdo (KINGSTON; NEWMAN, 2005). No entanto, as novas moléculas
sintetizadas podem apresentar alta toxicidade e, ainda, poucas foram estudadas

clinicamente.

2.3.1 Derivados Triazdlicos e de Benzofenonas

As leishmanioses sdo um problema de saude publica em muitos paises do mundo.
Atualmente, a quimioterapia ¢ a principal arma para combater a infec¢do. Algumas
drogas sdo comercialmente disponiveis como, por exemplo, Antimonio Pentavalente,
Anfotericina B, Pentamidina e Miltefosine. No entanto, os avangos na farmacologia estdo
sob constante mudanga devido as necessidades de se inovar. A pesquisa com base em
conhecimento sobre genoma dos parasitos, informagdes de drogas para outras infecgoes
ou patologias, sintese de novos compostos utilizando o conceito racional de drogas e
compostos isolados a partir de novas fontes naturais podem dar uma solu¢do mais
eficiente e disponivel para o tratamento da leishmaniose. Partindo deste pressuposto, este
estudo buscou avaliar a citotoxicidade e o potencial efeito leishmanicida in vitro de
diferentes derivados quimicos originados de duas classes de compostos sintéticos: os
Triazoélicos e as Benzofenonas.

Os derivados Triazélicos sio compostos heterociclicos caracterizados pela
presenca de trés &tomos de nitrogénio e dois atomos de carbono presentes em sua estrutura
(Figura 11). Estes tém despertado importante interesse nas comunidades cientifica e
industrial por suas aplica¢des, que vao desde a sintese de agroquimicos e farmacos até a

fabricacdo de explosivos.
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Figura 11. Estrutura quimica do triazol. Fonte: EICHER et al., 2003.
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Alguns compostos triazolicos sdo amplamente utilizados como antifingicos na
industria farmacéutica, como é o caso do fluconazol, itraconazol e cetoconazol. Todos
sdo drogas bem conhecidas e toleradas. Seu mecanismo de agdo baseia-se na inibig¢do da
14-a-demetilase, enzima chave na via de sintese dos esterdis, presentes na membrana
celular de fungos e também na membrana celular do parasito Leishmania (ZVULUNO et
al., 2002). Partindo deste pressuposto, desde 1980, os antifungicos triazélicos tém sido
estudados como agentes leishmanicidas (MAERTENS, 2004). O itraconazol e
cetoconazol (Figura 12), por exemplo, inibem o crescimento de formas amastigotas de
leishmanias in vitro e estudos mostram resultados significativos no tratamento da
leishmaniose cutanea (DROGA et al., 1996; MOMENI et al., 1996). Ensaios realizados
com o triazolico SCH 56592, conhecido comercialmente por Noxafil, também mostraram
resultados significativos no tratamento leishmaniose cutanea e visceral em modelos
murinos experimentais (ABDELY et al., 1999) (Figura 13). Ferreira e colaboradores
(2007) demonstrou que os 1,2,3-triazois 12 e 13 (Figura 14) possuem atividade

leishmanicida significativa contra amastigotas de Leishmania amazonensis.
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Figura 12. Estrutura quimica de: A) Cetoconazol; B) Itraconazol . Fonte: ABDELY et al., 1999.
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Figura 13. Estrutura quimica do SCH 56592. Fonte: ABDELY et al., 1999.
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Figura 14. Triazoéis com atividade leishmanicida. Fonte: FERREIRA et al., 2007.

Com todas essas evidéncias presentes na literatura, o grupo de Agroquimica da
Universidade Federal de Vigosa, liderado pelo Prof®. Robson Ricardo Teixeira, sintetizou
um grupo de compostos triazolicos: os derivados da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H) — ona
(Figura 15) e os derivados da indan-1,3- diona (Figura 16). E importante salientar que o
mesmo grupo ja havia sintetizado anteriormente isobenzofuranonas funcionalizadas no
carbono 3 (Figura 17), e estes mesmos compostos apresentaram atividade leishmanicida
significativa (PEREIRA et al., 2015), além de trabalharem também com derivados de

indandionas (Figura 18).

Apesar de as indandionas ndo apresentarem atividade leishmanicida comprovada,
a versao comercial deste composto ¢ versatil para ser utilizada em reagdes quimicas por
possuir dois hidrogénios acidicos, localizados entre as duas carbonilas. Além disso,
diversas atividades biologicas sdo demonstradas por estes compostos: atividade
antibacteriana contra Staphylococus aureus e Escherichia coli, através do uso de

indandionas funcionalizadas (JEYACHANDRAN; RAMESH, 2011); atividade
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antiproliferativa contra as linhagens celulares K562 e U937 (células leucémicas)
(TEIXEIRA et al.,, 2013). Além disso, a indandiona pode facilmente ser funcionalizada

fornecendo compostos com substituintes heterociclicos.

A opg¢ao de reunir nticleos triazolicos, que apresentam atividade antifingica e
leishmanicida, a indandionas, gerando compostos heterociclicos pareceu plausivel para
testes in vitro para a prospeccao de novas drogas com potencial leishmanicida. O mesmo
pode ser dito para os derivados triazolicos de isobenzofuranonas, onde a classe das
isobenzofuranonas (STROBEL et al., 2002) ¢ a classe dos triazolicos (SHEEHAN et al.,
2009) apresentam atividade antifingica e, que ambos, apresentaram de forma isolada
atividade leishmanicida. Sdo promissoras as chances de alguns desses compostos
sintetizados apresentarem um potencial leishmanicida. Por isso, o interesse em se realizar

0S ensaios in vitro.
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Figura 17. Estrutura quimica de uma isobenzofuranona . Fonte: PEREIRA et al., 2015.

Figura 18. Estrutura quimica de uma indandiona. Fonte: PEREIRA, 2016.

As Benzofenonas (Figura 19) sdo cetonas aromaticas de origem natural,
encontradas em flores, frutas, sementes e folhas de vegetais das familias distintas:
Clusiaceae, Hypericaceae, Olacaceae, Rosaceae, Myrtaceae, etc. (BERNARDI et al,
2005). Dentre estas familias, a Clusiaceae ¢ a que mais se destaca, por se apresentar como
uma ampla fonte de derivados naturais de benzofenonas. As benzofenonas tém sido
isoladas principalmente de plantas, mas também ja foram comprovadas outas fontes,
como fungos (YOGANATHAN et al, 2008; KRALJ et al., 2006) e propolis
(TRUSHEVA et al., 2004).

Em sua forma basica, as benzofenonas, também denominadas difenilmetanonas,
sdo encontradas sob a forma de cetona aromatica e despertam interesse econdmico e
cientifico por apresentar inimeras aplicagdes quimicas e biologicas (REZENDE, 2012).
Dentre suas acdes biologicas se destacam: atividade antifingica, antioxidante, anti-
inflamatoria, antiproliferativa, anticancerigena (NAKAGAWA et al., 2000; ZHANG et
al., 2012), antiviral, antibacteriana, antidepressiva e citotoxica (BAGGETT et al., 2005;
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SILVA, 2010). Ja na industria quimica, as benzofenonas sdo amplamente utilizadas como
intermedidrios sintéticos, em cosméticos como fotoestabilizador, como protetor solar, na
producdo de produtos agroquimicos e farmacéuticos (TAKEMOTO et al, 2002;
RHODES et al., 2007; REZENDE, 2012). Sua obtengao pode ser por meio sintético ou a
partir de flores, frutas, folhas e sementes (HENRY et al., 1999; NAKAGAWA et al.,
2000).

O

Figura 19. Estrutura quimica de uma benzofenona.

Na literatura, ha relatos da acdo leishmanicida de alguns derivados de
benzofenonas (SANTA-CECILIA ef al., 2011) (Figura 20). Pereira e colaboradores
(2010) isolaram benzofenonas dos frutos da Garcinia brasiliensis. Estes compostos
apresentaram atividade significativa contra as formas amastigotas e promastigotas de
Leishmania amazonensis. O interessante € que estes compostos apresentaram baixa
citotoxicidade para células de mamiferos. Uma outra benzofenona, extraida das sementes
de Platonia insignis, da familia Clusiaceae, também demonstrou resultados significativos
nos ensaios de citotoxicidade contra as formas promastigotas de L. amazonensis (COSTA

JONIO et al., 2013).

Figura 20. Derivado de benzofenona com aciio leishmanicida, isolado de espécies da familia

Clusiaceae. Fonte: SANTA-CECILIA et al., 2011.
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Além da ag@o leishmanicida demonstrada por algumas benzofenonas, existem
dados na literatura que comprovam a sua acdo antifungica: uma benzofenona
poliprenilada, isolada de um extrato etandlico de Cuban propolis, apresentou relativa
atividade antifungica contra varios Actinomicetos (RUBIO et al., 1999). Derivados
clorados de benzofenonas, extraidos de cultura de fungos endofiticos da espécie
Pestalotiopsis adusta, mostrou atividade significativa contra fungos da espécie Fusarium
culmorum e Gibbella zeae.

Novamente, o grupo de pesquisa liderado pelo Prof°. Rébson Ricardo Teixeira
associou nucleos triazolicos (com ac¢do antifiingica, mencionada anteriormente) a
benzofenonas (também com agdo antifiingica e leishmanicida comprovadas), com o
objetivo de se produzir derivados de benzofenonas contendo nucleo 1,2,3-triazoélico
(Figura 21). O propdsito de se avaliar o potencial efeito leishmanicida destes compostos
¢ basicamente os mesmos apresentados pelos derivados triazélicos: contribuir com o
campo da pesquisa de desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das

leishmanioses

26



B-6 )
ot SNt NI
graor gHhot ¢ reoT

Q
v, %@ } %W@ et Ve s

} s salege

AL-19

Figura 21. Derivados de Benzofenona contendo nucleo 1,2,3-triazélico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade e a atividade leishmanicida in vitro dos compostos
Triazdlicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e da indan-1,3-diona ¢ de
compostos derivados de Benzofenonas em macrofagos RAW 264.7 e nas formas

promastigotas e amastigotas do parasito L. infantum chagasi.

3.2 Objetivos especificos
Sao divididos em duas fases:
Primeira fase: testes de drogas in vitro por métodos tradicionais

e Avaliacdo da solubilidade dos compostos Triazolicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de compostos
derivados de Benzofenonas em meio reacional aquoso;

e Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos Triazolicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de compostos
derivados de Benzofenonas em macrofagos RAW 264.7, por ensaio com
MTT;

e Avaliacdo do efeito leishmanicida dos compostos Triazolicos derivados de
6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de compostos
derivados de Benzofenonas com baixa toxicidade para macrofagos RAW
264.7 contra formas promastigotas da L. infantum chagasi, por ensaio com
MTT;

e Avaliacdo do efeito leishmanicida dos compostos Triazolicos derivados de
6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de compostos
derivados de Benzofenonas, com baixa toxicidade para macréfagos RAW
264.7, contra formas amastigotas da L. infantum chagasi por contagem de
parasitos intracelulares ao microscopio optico; e

e Avaliacdo do efeito leishmanicida da associacdo de compostos Triazolicos
derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de

compostos derivados de Benzofenonas, com baixa toxicidade para

28



Segunda fase:

macrofagos RAW 264.7, contra formas amastigotas da L. infantum

chagasi por contagem de parasitos intracelulares ao microscopio optico.
teste de drogas in vitro por Citometria de Fluxo

Avaliacdo da citotoxicidade da associagdo de compostos Triazolicos
derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona ¢ de
compostos derivados de Benzofenonas em macrofagos RAW 264.7 por
Citometria de Fluxo;

Avaliacao do efeito leishmanicida da associa¢do de compostos Triazoélicos
derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de
compostos derivados de Benzofenonas, com baixa toxicidade para
macrofagos RAW 264.7, contra formas amastigotas da L. infantum
chagasi por Citometria de Fluxo; e

Validacdo de uma metodologia inédita, que emprega a Citometria de Fluxo
para estabelecer, de forma indireta, o percentual de macrofagos infectados
por L. infantum chagasi, em experimentos de avaliacdo do efeito

leishmanicida durante o processo de prospecgdo de novas drogas.
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4. Delineamento Experimental

Compostos Triazolicos derivados de indan-1,3- diona , Triazolicos derivados
de 6-Hidroxiisobenzofuranonas-1{3H)-ona e derivados de Benzofenonas

l

Ensaio de Solubilidade em meio
aquoso
Somente compostos selecionadas na etapa anterior ::
| I N
Ensaio de citotoxicidade por ensaio colorimetrico
O ST promestigotes Ensaio de citotoxicidade LU,
de L. infontum chogaosi em macrofagos
(Ensaio Calorimétrico - pordd ia de Fluxo

Somente compostos selecionadas na etapa anterior

Somente compostos selecionadas na etapa anterior

r.
>

. . L por Citometria de Fluxo
Ensaio de citotoxicidade
em formas amastigotas de

Somente compostos selecionadas na etapa anterior

L infantum chogosi _ L
7 por Microscopia optica
Ensaio de citotoxicidade por Citometria de Fluxo
em macrofagos usando
associagoes de derivados
de Benzofenonas por Microscopia 6ptica

v

Ensaio de

por Citometria de Fluxo
| citotoxicidade em
formas amastigotas de

L. infantum chagasi por Microscopia optica




5. MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao de parasitos

Formas promastigotas de L. infantum chagasi, cepa MHOM/BR/75/M2682,
mantidas em cultura em laboratério, foram inoculadas pela veia da cauda em
camundongos BALB/c (1x107 parasitos/100uL em solugio salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,2). Vinte e oito dias ap6s a infec¢@o, os animais foram eutanasiados e deles
foram retirados o bago ¢ o figado. Estes foram macerados e diluidos em placa de 24 pogos
pela técnica de diluigdo seriada, em meio Grace completo, composto de meio Grace
(GIBCO BRL, GRAND ISLAND, N.Y., USA) suplementado com 20% de Soro Fetal
Bovino (SFB) inativado a 57°C/30 min (SFB; LGC BIOTECNOLOGIA, COTIA, SP,
BRASIL), 10% de urina humana, r-glutamina 2 mM (GIBCO BRL), penicilina G 100
U/mL (USB CORPORATION, CLEVELAND, OH, USA) e 250 uL de hemina bovina
(SIGMA-ALDRICH, ST. LOUIS, MO, EUA), pH 6,8. A placa foi mantida em estufa a
26°C até o crescimento dos parasitos, que foram utilizados em experimentos posteriores

ou estocados em nitrogénio liquido (-196°C).

5.2 Cultivo de parasitos

Formas promastigotas de L. infantum chagasi foram mantidas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM - SIGMA-ALDRICH) suplementado
com 10% de urina humana, 1% de adenina 1 mM (SIGMA-ALDRICH), 1% penicilina G
100 U/mL (USB CORPORATION), 10% SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) e hemina
(SIGMA-ALDRICH) 0,25% em trietanolamina 50% a 0,25%, pH 6,8, a 26°C.

5.3 Curva de crescimento dos parasitos

Foram preparadas duas garrafas de cultura celular de 25 cm? (KASVI, PARANA,
BRASIL) contendo L. infantum chagasi em 10 mL no meio descrito acima para cultivo
dos parasitos, com quantidade inicial de 1x10° promastigotas/mL. Foram feitas duas
contagens diarias em camara de Neubauer durante 18 dias, com intervalos de 10 h entre
cada contagem. O valor diario da populacdo de parasitos foi obtido pelas médias
aritméticas das contagens. A curva de crescimento parasitario foi construida utilizando o
software GraphPad Prism 5 (PRISM SOFTWARE, IRVINE, CA, USA). O ensaio foi

feito em trés experimentos independentes.
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5.4 Cultivo de macréfagos

Para este trabalho foram utilizados macréfagos de linhagem RAW 264.7. Para os
ensaios in vitro, as células foram descongeladas em temperatura ambiente e expandidas
em frascos de cultura celular de 75 cm? (KASVI, PARANA, BRASIL), em meio DMEM
(SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) 10% e 1%
penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH 7,2, e mantidos a 37°C em estufa
contendo 5% de COz e 95% de Oa. Os repiques de manutengao foram feitos a cada dois
dias por raspagem de células, utilizando um espalhador de células descartavel (KASVI,
PARANA, BRASIL).

5.5 Ensaio de solubilidade dos compostos Triazolicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de derivados de
Benzofenonas

Foram feitas 12 dilui¢des seriadas em Dimetilsulfoxido (DMSO)(LABSYNTH,
DIADEMA, SP), com fator de diluigdo 2 a partir de 1,25 pg/mL de derivados Triazolicos
e 50 pg/mL de derivados de Benzofenonas. Estas dilui¢des foram distribuidas em placas
de 96 pogos e mantidas em estufa contendo 5% de COz e 95% de O,. Formagao de cristais
visiveis foi analisada ao microscopio optico invertido trinocular (LEICA® DM IL LED)
em aumento de 60X nas 1% 24% 48" e 72% horas. Compostos e/ou diluigdes que
apresentaram e permaneceram com cristais durante as primeiras 48 h ndo foram utilizados
nos experimentos. O ensaio foi realizado em duplicata, em total de trés experimentos

independentes.

5.6 Viabilidade celular — Ensaio de MTT

A viabilidade celular da linhagem de macrofagos RAW 264.7 e das formas
promastigotas da L. infantum chagasi foi avaliada por ensaio colorimétrico na presenca
de MTT (SIGMA-ALDRICH). Este ensaio baseia-se na capacidade das células vidveis
intactas reduzirem o sal de tetrazolio por ag¢do de enzimas mitocondriais ou
citoplasmaticas. Uma vez reduzido a cristais de formazan, o MTT torna-se insoluvel e
com coloragdo purpura no meio de cultura, sendo possivel sua mensuracdo por meio de
espectrofotometria com leitura a 570 nm, ap6s os cristais serem solubilizados (DUTTA
et al.,2005; LIU et al., 1997). Uma vez que essa conversdao depende de células viaveis, a
quantidade de produtos formado ¢ proporcional ao niimero de células vivas em cultura.

Neste ensaio, aliquotas de 50 pL de MTT a 5 mg/mL em PBS foram preparadas e
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adicionadas a cada pogo contendo 5x10* macrofagos ou 4x10° promastigotas/pogo. As
placas foram incubadas por 2 h, a 37°C, ao abrigo da luz em estufa umidificadora
contendo 5% de CO: e 95% de Oa. Ao final esse periodo, foram adicionados 100 pL de
SDS a 10% em HCL 0,01 M a cada pogo e a placa foi mantida em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz por 16 h para a completa solubilizacdo dos cristais de formazan. Em
seguida, foi feita a leitura colorimétrica em espectrofotdometro (ESPECTRAMAX® M5)
a 570 nm. Os dados foram representados em porcentagem e comparados ao grupo

controle.

5.7 Viabilidade celular — Citometria de Fluxo

A viabilidade celular da linhagem de macréfagos RAW 264.7 foi avaliada também
pela Citometria de Fluxo. Apos cada tratamento, as células foram desprendidas da placa
pela adigdo de solugdo de tripsina de origem suina 0,5% (SIGMA- ALDRICH). Em
seguida, os 500 pL de cultura desprendidos de cada pogo foram transferidas para um
micro tubo e o conteudo nuclear foi marcado pela adigdo de 50 pL de solugdo de Iodeto
de Propideo 5 pg/mL (BD BIOSCIENCES®- SAN JOSE, CA). Apds 5 minutos, foi feita
a aquisi¢do no Citdmetro de Fluxo (BD FACSVERSE™). O programa FACSuite
Software® (SAN JOSE, CA, EUA) foi utilizado para a aquisi¢do de dados e para a analise
dos resultados foi empregado o programa Flowing Software 2® (CENTRE FOR
BIOTECHNOLOGY UNIVERSITY OF TURKU, FINLAND) e/ou o programa
FACSuite Software®.

5.8 Preparo das solucées estoques dos compostos Triazélicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de derivados de
Benzofenonas

Foram diluidos 10 mg de cada composto em 1 mL de DMSO, perfazendo uma
concentragdo final da solugdo estoque de 10 mg/mL. As solu¢des foram estocadas em
temperatura ambiente. O DMSO foi escolhido como diluente por ser um composto
anfipatico muito usado como veiculo de drogas terap€uticas na industria farmacéutica
(FLORAO et al., 2007), transportando-as através das membranas biologicas. Este
também ¢ utilizado com intuito de solubilizar farmacos pouco soluveis (HAUMEIL;
RNAUD, 2002). Porém, a porcentagem de sobrevivéncia dos macrofagos diminui

significativamente em concentracdes de DMSO a partir de 2%, sendo que a viabilidade
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celular ¢ satisfatoria na concentragao 0,5-1% DMSO (CHEN; THIBEAULT, 2014). Por

isso, foram utilizadas neste trabalho as concentracdes de 0,25% e 0,5% de DMSO.

5.9 Concentracdes dos compostos Triazélicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-
1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de derivados de Benzofenonas utilizadas nos
ensaios das associacdes de Benzofenonas para tratamento

Para os compostos Triazolicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e
de indan-1,3-diona foram avaliadas, em estudo piloto prévio, as concentra¢des de 1,25;
0,625; 0,3125; 0,15625; 0,078125; 0,0390625; 0,01953125; 0,009765625;
0,0048828125; 0,0024414063; 0,0012207031 e 0,0006103516 pg do material por mL de
meio de cultura DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC
BIOTECNOLOGIA) 10% e 1% penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH
7,2. Ja para os compostos derivados de Benzofenonas, foram avaliadas, em um estudo
prévio, as concentragdes de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781; 0,391; 0,195; 0,097,
0,049 e 0,024 pg por mL de meio de cultura DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado
com SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) 10% e 1% penicilina G 100 U/mL (USB
CORPORATION), pH 7,2. Em ambos os estudos, o objetivo era selecionar as
concentracdes em que macrofagos RAW 264.7, quando tratados, apresentassem a maior
taxa de viabilidade celular (>90%). As maiores doses preparadas tanto no grupo dos
Triazdlicos quanto no grupo das Benzofenonas foram escolhidas em relacao a limitacdo
do crescimento dos macrofagos na presenca de elevadas concentragdes de DMSO
(LABSYNTH), ou seja, no grupo dos Triazolicos trabalhou-se com uma concentragao de
0,25% de DMSO (LABSYNTH), que corresponde a uma dose inicial de 1,25 ng/mL, e
no grupo das Benzofenonas trabalhou-se com uma concentragdo de 0,5% de DMSO, que
corresponde a uma dose inicial do composto de 50 pg/mL.

As Benzofenonas também foram preparadas em 11 associacdes com todas as
possiveis combinagdes entre os compostos AL-13, AL-16, AL-19 e B-5 obedecendo-se a

regra da concentragdo maxima de 0,5% de DMSO (LABSYNTH).

5.10 Determinacio da ICso (Concentracao Inibitéria de 50%) em promastigotas de
L. infantum chagasi

Para cada ensaio de determinagdo da ICso, foi feito o tratamento de promastigotas
de L. infantum chagasi (de acordo com o descrito no item 5.12) com quatro concentragdes

diferentes dos compostos e uma cultura sem tratamento. O percentual de
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infeccdo/sobrevida bem como as concentracdes usadas foram langadas no programa

GraphPad Prism 5 para o delineamento da curva e para o calculo da ICso.

5.11 Ensaio de citotoxicidade em macrdéfagos RAW 264.7

Para cada pogo da placa de 96 pogos, foi preparada uma solugdo contendo 5x10*
macrofagos em 100 pL de DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC
BIOTECNOLOGIA) 10% e 1% penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH
7,2. A placa foi incubada a 37°C em estufa contendo 5% de COz e 95% de Oz overnight
para adesao dos macrofagos. Logo apds esse periodo, a placa foi lavada com DMEM base
pH 7,2 para remogdo das células ndo aderidas. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) 10%
e 1% penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH 7,2 e 100 pL das dilui¢des
seriadas com fator de diluicdo de 2 dos compostos Triazolicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona ou derivados de Benzofenonas aos
seus respectivos pogos previamente identificados. A placa foi mantida a 37°C em estufa
contendo 5% de CO2 e 95% de Oz por 48 h. Ao final, foi realizado o ensaio de viabilidade
celular (MTT ou Citometria de Fluxo). Como controle foi utilizado DMSO
(LABSYNTH) 0,5% ou 0,25%, dependendo do grupo de compostos testados. Para o
calculo da viabilidade celular foi feita uma correlagdo entre o nimero de macroéfagos/pogo
X absorbancia a 570 nm. A partir disto foi feita uma regressao linear, que forneceu a
equagdo utilizada para calcular o nimero de macréfagos sobreviventes apos o tratamento.
As equagdes bem como os graficos sdo demonstrados no anexo I. O ensaio foi realizado

em duplicata, em total de trés experimentos independentes.

5.12 Avaliacio in vitro da atividade leishmanicida contra formas promastigotas de
L. infantum chagasi

Para cada poco da placa de 96 pogos, foi preparada uma solug¢do contendo 4x10°
promastigotas em 100 pL de DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com 10% de
urina humana, 1% de adenina 1 mM (SIGMA-ALDRICH), 1% penicilina G 100 U/mL
(USB CORPORATION), 10% SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) e hemina (SIGMA-
ALDRICH) 0,25% em trietanolamina 50% a 0,25%, pH 6,8. Foram adicionados a cada
poco 100 plL. das diluigdes seriadas dos compostos Triazolicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona ¢ de indan-1,3-diona ou derivados de Benzofenonas. A

placa foi vedada e mantida em estufa a 26°C por 48 h. Ao final, foi realizado o ensaio de
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viabilidade celular com MTT. Como controles foram utilizados DMSO (LABSYNTH)
0,5% ou 0,25%, dependendo do grupo de compostos em andlise e o firmaco Anfotericina
B (SIGMA-ALDRICH) na concentracao de 63,5 ng/mL. Para o célculo da viabilidade
celular foi feita uma correlagdo entre o nimero de promastigotas/poco X absorbancia a
570 nm. A partir disto foi feita uma regressdo linear, que forneceu a equacao utilizada
para calcular o nimero de promastigotas sobreviventes apos o tratamento. As equacdes
bem como os graficos sdo demonstrados no anexo II. O ensaio foi realizado em duplicata,

em total de trés experimentos independentes.

5.13 Avaliacéo in vitro da atividade leishmanicida contra formas amastigotas de L.
infantum chagasi por contagem de parasitos intracelulares ao microscopio optico
Para cada pogo de placa de 24 pogos, foi preparada uma suspensio contendo 5x10°
macrofagos em 500 uL de DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC
BIOTECNOLOGIA) 10% e 1% penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH
7,2. Esta suspensdo foi distribuida sobre laminulas de vidro 13 mm (KNITTEL®,
ALEMANHA) posicionadas no fundo de cada poco. A placa foi incubada a 37°C em
estufa contendo 5% de CO:z e 95% de O2 overnight para adesdo dos macrofagos. Logo
apos esse periodo, a placa foi lavada com DMEM (SIGMA-ALDRICH) base, pH 7,2 para
remocao das células ndo aderidas. Em seguida, foram adicionados 500 pL de suspensdo
de DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC BIOTECNOLOGIA)
10% e 1% penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH 7,2 contendo 1x10’
promastigotas por poco. A placa foi novamente incubada em estufa contendo 5% de CO>
e 95% de Oz por 24 h. Ao final deste periodo, cada pogo foi lavado trés vezes com DMEM
(SIGMA-ALDRICH) base, pH 7,2, para remocao dos parasitas ndo fagocitados e células
ndo aderidas (Tanner, 1994). A placa foi novamente incubada em estufa contendo 5% de
COz e 95% de Oz por 24 h. Em seguida, foram adicionados 250 pL. de DMEM (SIGMA-
ALDRICH) suplementado com SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) 10% e 1% penicilina G
100 U/mL (USB CORPORATION), pH 7,2 e 250 pL das dilui¢des seriadas selecionadas
dos compostos Triazdlicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-
1,3-diona ou derivados de Benzofenonas a seus devidos pogos previamente identificados.
A placa foi mantida a 37°C em estufa contendo 5% de COz e 95% de Oz por 48 h. Ao
final, cada poco foi lavado com DMEM (SIGMA-ALDRICH) base, pH 7,2, para remog¢ao
do meio contendo os compostos testados, as laminulas foram retiradas e coradas com kit

corante rapido (Panético) (LABORCLIN, PARANA, BRASIL). Apés a coloragio, as
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laminulas foram montadas em laminas histologicas, aderidas com Entellan (MERCK,
DARMSTADT, ALEMANHA), e devidamente identificadas. Foi realizada a contagem
do numero de células infectadas e de parasitos intracelulares tanto nas laminulas contendo
células tratadas quanto naqueles referentes ao controle (ndo tratadas) utilizando
microscopio Optico trinocular invertido em aumento de 60X. Como controles foram
utilizados DMSO (LABSYNTH) 0,5% ou 0,25%, dependendo do grupo de compostos
em analise e o farmaco Anfotericina B (SIGMA-ALDRICH) na concentra¢dao de 2,5
ug/mL. Para calcular a porcentagem de inibi¢do da infeccdo foram contados 100

macrofagos por lamina e foi utilizada a seguinte formula (TANDON et a/.,1991):

o x . ~ PTx100
%Inibicdo da infecgdo = 100 — —pc onde

n? de amastigotas

PT =

= com tratamento
n? de macréfagos infectados ( )

PC n? amastigotas
" n2de macréfagos infectados

(sem tratamento)

O ensaio foi realizado em duplicata, em total de trés experimentos independentes.

5.14 Avaliacio in vitro da atividade leishmanicida contra formas amastigotas de L.
infantum chagasi por Citometria de Fluxo

Para cada pogo da placa de 24 pogos foi preparada uma solugdo contendo 5x10°
macrofagos em 500 uL de DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC
BIOTECNOLOGIA) 10% e 1% penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH
7,2. A placa foi incubada a 37°C em estufa umidificadora contendo 5% de CO; e 95% de
Oz overnight para adesdo dos macréfagos. Logo apos esse periodo, a placa foi lavada com
DMEM (SIGMA-ALDRICH) base, pH 7,2 para remocdo das células ndo aderidas. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de suspensdo de DMEM (SIGMA-ALDRICH)
suplementado com SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) 10% e 1% penicilina G 100 U/mL
(USB CORPORATION), pH 7,2 contendo 1x107 promastigotas por pogo. A placa foi
novamente incubada em estufa contendo 5% de COz e 95% de O; por 24 h. Ao final deste

periodo, cada poco foi lavado por trés vezes com DMEM (SIGMA-ALDRICH) base, pH
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7,2, para remog¢ao dos parasitos livres no meio. A placa foi novamente incubada em estufa
contendo 5% de COz e 95% de Oz por 24 h. Em seguida, foram adicionados 250 pL de
DMEM (SIGMA-ALDRICH) suplementado com SFB (LGC BIOTECNOLOGIA) 10%
e 1% penicilina G 100 U/mL (USB CORPORATION), pH 7,2 e 250 uL das dilui¢des
seriadas selecionadas dos compostos Triazolicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-
1(3H)-ona e de indan-1,3-diona ou derivados de Benzofenonas em seus respectivos pogos
previamente identificados. A placa foi mantida a 37°C em estufa contendo 5% de CO: e
95% de O por 48 h. Ao final, cada pogo foi lavado com DMEM (SIGMA-ALDRICH)
base, pH 7,2, para remog¢@o do meio contendo os compostos testados. As células foram
desprendidas da placa pela adi¢ao de tripsina (SIGMA-ALDRICH) 0,5%. Em seguida, as
mesmas foram coletadas dos pogos e transferidas para micro tubos identificados e
centrifugadas a 550 x g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em solugdo de formalina 4% para fixa¢do. Foram adicionados 50 pL de
Iodeto de Propideo 5 ug/mL para marcacdo do contetido nuclear. Apds 24 h, foi feita a
aquisi¢do pelo Citometro de Fluxo. Como controles foram utilizados DMSO
(LABSYNTH) 0,5% ou 0,25%, dependendo do grupo de compostos em andlise e o
farmaco Anfotericina B na concentracdo de 2,5 pg/mL. O ensaio foi realizado em

duplicata, em total de trés experimentos independentes.

5.15 Estratégia para analise da infeccio dos macréfagos RAW 264.7 por L. infantum
chagasi utilizando Citometria de Fluxo

Os resultados referentes ao potencial leishmanicida dos diferentes compostos
derivados Triazdlicos ou derivados de Benzofenonas em formas amastigotas do parasito
foram obtidos pela porcentagem de macrofagos RAW 264.7 infectados, fixados com
formalina a 4% e marcados com iodeto de propideo que apresentavam uma carga de DNA
maior do que macrofagos RAW 264.7 ndo-infectados, também fixados e marcados com
iodeto de propideo.

Na tentativa de mensurar indiretamente o percentual de macréfagos infectados,
foi calculada a diferenga entre a intensidade de fluorescéncia dos macrofagos infectados
pela de macrofagos ndo-infectados. O programa FACSuite Software® foi utilizado para a
aquisicdo de dados. Para a analise dos resultados, foi empregado o programa Flowing
Software 2® e/ou 0 programa FACSuite Software®. Para cada amostra foram adquiridos

10.000 eventos.
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5.16 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas com o auxilio do software GraphPad Prism
5, utilizando a analise de correlacdo entre os dados. Foi utilizado o teste ¢ de Student para
comparagdo entre as técnicas de microscopia e Citometria e andlise de varidncia
(ANOVA) para comparagao entre os tratamentos e o farmaco de referéncia (Anfotericina
B). Em ambos os casos, foram considerados estatisticamente significativas as diferencas
com valores de p <0,05. Para os experimentos com o uso de Citometria de Fluxo, foi

utilizado o programa FACSuite Software®.
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6. RESULTADOS

6.1 Curva de Crescimento de L. infantum chagasi

Para determinar o perfil de crescimento dos parasitos em meio liquido a 26°C, foi
estabelecida a curva de crescimento conforme descrito na metodologia. De acordo com
os resultados obtidos, os parasitos se encontram em fase logaritmica de crescimento até
o décimo dia de cultura, passando entdo para a fase estacionaria (Figura 22). De acordo
com este experimento foi definido que todo o repique para manutencdo da cultura seria
realizado até o oitavo dia de crescimento, enquanto as promastigotas do inicio da fase
estacionaria (décimo primeiro dia de cultura) seriam utilizadas para a infec¢do de

macrofagos.
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Figura 22. Curva de crescimento in vitro de L. infantum chagasi em meio liquido. Os parasitos foram
cultivados na concentragdo inicial de 1x10%/mL utilizando formas promastigotas em fase logaritmica, em
meio liquido, conforme descrito na metodologia. A quantificagdo dos parasitos foi realizada duas vezes ao
dia, por 18 dias. A curva representa o resultado de trés experimentos independentes em que os valores

representam a média + erro padrdo da média.
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6.2 Ensaio de Solubilidade dos compostos Triazdlicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de derivados de

Benzofenonas

Os compostos sintéticos pertencentes aos grupos dos compostos Triazolicos
derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e derivados de
Benzofenonas sdo compostos com baixa ou nenhuma solubilidade em 4gua, sendo sua
preparacao da solucdo estoque feita em DMSO. Foi observado ao se iniciar os testes que
alguns destes compostos quando em contato com dgua formavam cristais nas primeiras
horas ou 48 h depois, sendo que alguns destes se desfaziam com o decorrer do tempo,
enquanto outros permaneciam em sua forma cristalizada. Partindo deste pressuposto, foi

realizado o ensaio de solubilidade, conforme detalhado na metodologia.

Foram selecionados para a etapa seguinte do trabalho somente os compostos e/ou
diluigdes destes compostos que ndo se cristalizaram em momento algum ou que, se

cristalizaram e os cristais se desfizeram dentro de 48 h (ver anexo III e Figura 23).

@
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Figura 23. Compostos derivados de Benzofenonas e derivados Triazélicos selecionados no ensaio de

solubilidade.
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6.3 Avaliacio in vitro da citotoxicidade em macroéfagos RAW 264.7

As Figuras 24 e 25 mostram os resultados dos ensaios de citotoxicidade em
macrofagos quando estes foram submetidos ao tratamento com os compostos Triazolicos
derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona ou com os
derivados de Benzofenonas, conforme descrito na metodologia. Foram selecionados para
a proxima etapa do trabalho (avaliacdo do potencial leishmanicida em amastigotas)
somente 0s compostos que apresentaram uma citotoxicidade in vitro para os macrofagos
de no maximo 10%, o que descrevemos como ICio (Concentragdo Inibitéria de 10%). O
ensaio de viabilidade foi feito pelo método de MTT, como descrito na metodologia. Os
compostos selecionados nesta etapa, bem como suas respectivas concentragdes que serdo

utilizados no préoximo passo do trabalho estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de I1C;o: Concentracdo Inibitoria de 10% para macrofagos RAW 264.7, apos

48 h de tratamento, de cada composto quimico.

Grupos Composto  Concentracao (ng/mlL)
WL12 0,625
WL13 0,3125
C . WL14 1,25
Triazois
derivados de WL16 1,25
6-OH-is obenzo- WL17 1,25
fura-1(3H)-ona WL25 1,25
WL19 1,25
WL26 0,625
Triazblicos derivados de WL28 1,25
indan-1,3- diona WLAO 0,3125
WILA43 0,625
AL-0 25
AL-4 0,024414
AL-S 0,390625
AL-8 0,390625
AL-12 0,390625
AL-13 0,78125
Derivados de AL-16 1,5625
Benzofenonas B-5 1,5625
B-6 3,125
AL-6 0,024414
AL-19 1,5625
AL-23 3,125
B-3 3,125
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tratados com diferentes concentragdes de derivados Triazdlicos por 48 h. A viabilidade dos macrofagos foi avaliada pelo método de degradagdo do MTT.
Todas concentragdes estdo expressas em pg/mL. Cada barra representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. A linha
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Figura 25. Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos derivados de Benzofenonas em macroéfagos RAW 264.7. Percentual de viabilidade de macrofagos RAW
264.7 tratados com diferentes concentragdes dos compostos derivados de Benzofenonas durante 48 h de tratamento. Todas concentragdes estdo expressas em pg/mL.

Cada barra representa a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes. A linha horizontal delimita faixa de 90% de M@s viaveis. M@: macréfago.



6.4 Avaliacio in vitro da atividade leishmanicida em formas promastigotas de L.
infantum chagasi

As Figuras 26 e 27 demonstram os percentuais de reducdo da viabilidade de
formas promastigotas de L. infantum chagasi ap6s 48 h de tratamento com compostos
Triazdlicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e com
os derivados de Benzofenonas. As concentracdes testadas para os diferentes compostos
derivados de Benzofenonas foi de 50 pg/mL e para os compostos Triazolicos derivados
de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona foi de 1,25 pg/mL. Estes
valores foram estipulados de acordo com a concentracdo maxima de DMSO que poderia
ser tolerada pelos macréfagos, como especificado na metodologia. Como observado,
nenhum dos compostos utilizados foi suficiente para causar uma redugdo expressiva do

numero de parasitos em comparagcdo com aqueles tratados com Anfotericina B (63,5

ug/mL).
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Figura 26. Avaliacio da atividade leishmanicida de Triazéis derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-
1(3H)-ona e de indan-1,3-diona em formas promastigotas de L. infantum chagasi. Formas
promastigotas de L. infantum chagasi foram tratadas com 1,25 pg/mL de cada composto por 48 h e a
porcentagem de parasitos mortos foi calculada conforme descrito na metodologia. Para a Anfotericina B,
foi utilizada uma concentragao de 63,5 pg/mL. Cada barra representa a média + erro padrdo da média de

trés experimentos independentes.
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Figura 27. Avaliacdo da atividade leishmanicida de derivados de Benzofenonas em formas
promastigotas de L. infantum chagasi. Formas promastigotas de L. infantum chagasi foram tratadas com
50 pg/mL de cada composto por 48 h e a porcentagem de parasitos mortos foi calculada conforme descrito
na metodologia. Para a Anfotericina B, foi utilizada uma concentragdo de 63,5 pg/mL. Cada barra

representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes.

6.5 Meétodo tradicional: Microscopia Optica

6.5.1 Avaliacdo in vitro da atividade leishmanicida de compostos Triazélicos
derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e de derivados

de Benzofenonas em formas amastigotas de L. infantum chagasi

Para avaliar o potencial leishmanicida dos diferentes compostos testados em
formas amastigotas internalizadas em macrofagos RAW 264.7, apds 48 de tratamento,
foi feita a contagem em microscopio 6ptico do nimero de amastigotas internalizadas, do
niamero de macrofagos infectados e dos macréfagos ndo infectados. O objetivo foi
comparar o percentual de infeccdo em macrofagos expostos aos compostos quimicos
testados com o percentual de infeccdo do grupo controle (macréfagos infectados com L.
infantum chagasi em meio de cultura e ndo submetidos a nenhum tratamento), bem como

ao grupo de macrofagos infectados tratados com Anfotericina B (5 pg/mL).
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A)

Para o ensaio, foram utilizadas as concentracdes de ICjo estabelecidas
previamente no ensaio inicial de citotoxicidade em macrofagos (ver tabela 2), para cada

um dos diferentes compostos testados.

Os resultados obtidos apds contagem das laminas estdo representados nas Figuras
28 € 29: em A esta representada a razao entre o nimero de amastigotas internalizadas por
macrofago infectado; em B, o percentual de inibi¢do da infeccdo em macrofagos quando

tratados com estes compostos.
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Figura 28. Avaliacio do potencial leishmanicida dos compostos Triazélicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona em macrofagos infectados com L. infantum
chagasi por microscopia éptica. A) razdo do nimero de amastigotas L. infantum chagasi internalizadas
por macréofagos, apds 48h de tratamento nas concentragdes correspondentes ao valor de ICyy de cada
composto quimico, previamente estabelecidos, comparados aos grupos controles: macrofagos infectados
sem tratamento, com tratamento por Anfotericina B (5 pg/mL) e na presenga de DMSO a 0,25%; B)
Percentual de inibicdo da infeccdo de macrofagos apds 48h de tratamento nas concentragdes
correspondentes ao valor de 1Cio de cada composto quimico, previamente estabelecidos, comparados aos
grupos controles: macrofagos infectados sem tratamento, com tratamento por Anfotericina B (5 pg/mL) e
na presenca de DMSO a 0,25%. Cada barra representa a média + erro padrdo de trés experimentos

independentes.

Como observado na Figura 28A, nenhum dos compostos Triazolicos derivados de

6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona provocaram reducao expressiva
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da carga parasitaria dos macrofagos infectados quando comparados com aqueles tratados
com Anfotericina B. O grupo controle incubado com 0,25% de DMSO também nao
mostrou alteracdo expressiva da razdo entre o numero de amastigotas internalizadas por
macrofagos quando comparado com o grupo sem tratamento, o que demonstra que esta
concentracdo de DMSO nido ¢ suficiente para causar danos significativos durante a
infeccdo. Também ndo foi observada inibi¢do da infec¢do dos macrofagos infectados em

relag@o aos infectados tratados com Anfotericina B (Figura 28B).

Figura 29. Avaliacio do potencial leishmanicida dos compostos derivados de Benzofenonas em
macréfagos infectados com L. infantum chagasi por microscopia éptica. A) razdo do nimero de
amastigotas L. infantum chagasi internalizadas por macrofagos apos 48 h de tratamento nas concentragdes
correspondentes ao valor de IC;o de cada composto quimico, previamente estabelecidos, comparados com
os grupos controles: macrofagos infectados sem tratamento, com tratamento por Anfotericina B (5 pg/mL)
e na presengca de DMSO a 0,5%; B) Percentual de inibi¢do da infecgdo em macrofagos apds 48 h de
tratamento nas concentragdes correspondentes ao valor de ICyo de cada composto quimico, previamente
estabelecidos, comparados aos grupos controles: macrofagos infectados sem tratamento, com tratamento

por Anfotericina B (5§ pg/mL) e na presenca de DMSO a 0,5%.

Na Figura 29A, também ndo foi observada nenhuma redugdo expressiva do
numero de amastigotas por macrofagos tratados com os diferentes compostos em
comparagdo com o tratamento com Anfotericina B. O grupo controle incubado com 0,5%
de DMSO também ndo mostrou alteracdo expressiva da razdo entre o niimero de
amastigotas internalizadas por macréfagos quando comparado ao grupo sem tratamento,

0 que demonstra mais uma vez que esta concentracdo de DMSO nao ¢é suficiente para
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causar danos significativos durante a infec¢do. Na Figura 29B, alguns compostos se
sobressaem aos demais no processo de inibicao da infec¢ao, apesar de ndo apresentarem
uma taxa de inibicdo da infeccdo tdo alta quanto a da Anfotericina B (76,9%): AL-

12(16%), AL-13(22,2%), AL-16(24,3%) e AL-23(16,9%).

6.5.2 Avaliac¢ao in vitro da atividade leishmanicida de associacoes de derivados de
Benzofenonas selecionados em formas amastigotas de L. infantum chagasi

A Figura 30 demonstra o percentual de inibigdo de infeccdo em macrofagos
tratados com associagoes de derivados de Benzofenonas selecionados de acordo com os
resultados encontrados em 6.5.1 e 6.6.1 (adiante), ou seja, aqueles compostos que
apresentaram atividade leishmanicida tanto na técnica de microscopia quanto por
citometria. As associagdes utilizadas, bem como as denominac¢des ¢ a concentragdo
relativa de cada composto na solugdo estdo demonstradas na Tabela 3. Em todas as
associagoes, cada concentragado ¢ inferior a ICyo para macréfagos definida anteriormente.
Os macrofagos infectados com L. infantum chagasi foram tratados com associagdes de
compostos por 48 h. O objetivo aqui foi verificar se a associacdo de compostos era capaz
de apresentar sinergismo de adi¢do ou de potenciagdo que fosse capaz de apresentar um
efeito leishmanicida maior ou igual ao da Anfotericina B. Os resultados encontrados
demonstram que dos 11 grupos de associacdes analisados, 4 (grupos 3, 7, 8 e 10)
mostraram ndo apresentar diferencas com relagdo ao grupo controle de macréfagos
infectados tratados com Anfotericina B (5 pg/mL). Com relacdo a carga parasitaria,
somente o grupo 7 ndo apresentou diferenca quando comparado com o grupo controle de

macrofagos infectados tratados com Anfotericina B.
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Figura 30. Percentual de inibi¢do da infec¢io em macrofagos RAW 264.7 tratados com associacdes
de derivados de Benzofenonas por 48 h (anailise por microscopia optica): A) razdo do numero de
amastigotas L. infantum chagasi internalizadas por macrofagos, apos 48 h de tratamento nas concentragdes
correspondentes ao valor de ICip.ss de cada associagdo de compostos, previamente estabelecidos,
comparados com os grupos controles: macrofagos infectados sem tratamento, com tratamento por
Anfotericina B (5 pg/mL) e na presenca de DMSO a 0,5%; B) Percentual de inibigdo da infec¢io em
macrofagos apos 48h de tratamento nas concentragdes correspondentes ao valor de ICjpsss de cada
associacdo de compostos, previamente estabelecidos. Cada barra representa a média + erro padrao de trés
experimentos independentes. Diferencas significativas estatisticamente (p<0,05) em relagdo ao controle
tratado com Anfotericina B sdo indicadas pelo simbolo (*). Teste estatistico de varidncia ANOVA. 1Cgass:

Concentragado Inibitoria de 10% das Associagdes.

Tabela 3. Associagdes entre derivados de Benzofenonas e as respectivas concentragdes
relativas de cada composto em cada associagdo utilizada para o tratamento de macrofagos

RAW 264.7 infectados.

Associacoes Concentracoes relativas (ug/mL)

Grupo 1 (AL-16+AL-19) 0,7812+0,7812
Grupo 2 (AL-16+B-5) 0,7812+0,7812
Grupo 3 (AL-16+AL-13) 0,7812+0,3906
Grupo 4 (AL-19+B-5) 0,7812+0,7812
Grupo 5 (AL-19+AL-13) 0,7812+0,63906
Grupo 6 (AL-13+B-5) 0,3906+0,7812

Grupo 7 (AL-16+AL-19+B-5) 0,521+0,521+0,521

Grupo 8 (AL-16+AL-19+AL-13) 0,521+0,521+0,2604

Grupo 9 (AL-16+AL-13+B-5) 0,521+0,2604+0,521

Grupo10 (AL-19+AL-13+B-5) 0,521+0,2604+0,521

Grupo 11(AL-16+AL-19+AL-13+B-5) 0,521+0,521+0,2604+0521
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6.6 Citometria de Fluxo

A inibicdo da infeccdo dos macrofagos tratados com diferentes compostos
quimicos (concentragdes de ICio) por Citometria de Fluxo, assim como na técnica de
reducdo de MTT, também foi avaliada apos 48 h de tratamento. Os resultados obtidos
foram comparados com os grupos controles “macrofagos infectados sem tratamento” e

“macrofagos infectados e tratados com a droga de referéncia Anfotericina B (5 pg/mL)”.

Adicionalmente, com a finalidade de comparar e confirmar os resultados obtidos
pela contagem de amastigotas intracelulares pela microscopia optica, foi tracada uma
estratégia de analise por Citometria de Fluxo, baseando-se no pressuposto de que
macrofagos infectados com L. infantum chagasi apresentariam uma quantidade de DNA
marcado com iodeto de propideo maior e proporcional a infec¢cdo quando comparados a
macrofagos ndo infectados, ou com menos parasitos marcados com iodeto de propideo
(por apresentarem além do seu proprio DNA, o DNA também dos parasitos
internalizados). Portanto, o percentual de macrofagos infectados foi calculado pela
diferenga entre a intensidade de fluorescéncia dos macrofagos infectados pela a

fluorescéncia de macrofagos nao-infectados.

A andlise da porcentagem de macrofagos RAW 264.7 marcados com iodeto de
propideo foi realizada utilizando-se analise convencional em citdmetro de fluxo: foi feita
uma selecdo da populagdo celular de interesse, baseando-se em aspectos morfométricos
utilizando graficos de distribui¢dao pontual de SSC (granulosidade) versus FSC (tamanho)
(Figura 31A e C). Apos a selecdo da regido de interesse (R1) contendo macrofagos RAW
264.7, o percentual de macrofagos nao-infectados e infectados, dentro da populacio
selecionada, foi obtido em graficos unidimensionais do tipo histogramas para nimero de
eventos versus a fluorescéncia do iodeto de propideo, como exemplificado na Figura 31B
e D. A figura 31E representa a diferenca entre a intensidade de fluorescéncia dos
macrofagos infectados pela de macrofagos nao-infectados. O programa FACSuite
Software® foi utilizado para a aquisi¢do de dados. Para a andlise dos resultados, foi
empregado o programa Flowing Software 2® ¢/ou o programa FACSuite Software®. Para
cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos.

Nesta etapa do experimento, optou-se por trabalhar apenas com os derivados de

Benzofenonas, ja que estes apresentaram resultados melhores quando comparados aos
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compostos Triazdlicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-

diona.
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Figura 31. Sequéncia de procedimentos utilizados para determinar o percentual de macrofagos
infectados por L. infantum chagasi ap6s o tratamento in vitro com diferentes compostos. A)
distribui¢@o pontual de macréfagos ndo-infectados (SSC x FSC); B) histograma com eventos selecionados
em R-1; C) distribuicdo pontual de macréfagos infectados por L. infantum chagasi (SSC x FSC); D)
histograma com todos os eventos; E) sobreposicao de eventos de B e D. A regido H-2 corresponde ao

percentual de macréfagos infectados. Analise de dados obtida pelo programa Flowing Software 2°®.

6.6.1 Atividade leishmanicida de derivados de Benzofenonas em macrofagos RAW

264.7 infectados com L. infantum chagasi — DNA marcado com iodeto de propideo

Na Figura 32 esta demonstrado o percentual de inibicdo da infec¢do em
macrofagos RAW 264.7 tratados com derivados de Benzofenonas por 48 h. Foram
selecionados os compostos que apresentaram alguma atividade leishmanicida no ensaio
de citotoxicidade em amastigotas por microscopia Optica quando comparados com 0s
macrofagos infectados e tratados com Anfotericina B (item 6.5.1). Sdo eles: AL-12(16%),
AL-13(22,2%), AL-16(24,3%), AL-23(16,9%), AL-19(11,12%), AL-5(13,8%), AL-6
(12,4%), B-5(11,9%) e B-6(13,0%). As concentracdes testadas para estes compostos
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foram as ICyo determinadas previamente no ensaio de citotoxicidade em macrofagos para
cada composto quimico (ver Tabela 2). Como controles, foram utilizados macrofagos
infectados ndo tratados, tratados com Anfotericina B (5 pg/mL) e infectados incubados
com DMSO a 0,5%. Apds 48 h de tratamento, foi observado que os compostos que melhor
apresentaram atividade leishmanicida foram: AL-19 (23,3%), AL-16 (25,9%), AL-13
(22,8%) e B-5 (25,8%), quando comparados com o grupo tratado com Anfotericina B
(90,7%). O demais compostos apresentaram uma taxa de inibi¢do de infeccdo inferior a

20%.

Inibigao da Infecgao (%)

Figura 32. Avaliacio da acio de derivados de Benzofenonas em macréfagos RAW 264.7 infectados
com L. infantum chagasi por Citometria de Fluxo. Percentual de inibi¢do da infeccdo em macréfagos
apos 48 h de tratamento nas concentragdes correspondentes ao valor de ICjo de cada composto quimico,
previamente estabelecidos, comparados com os grupos controles: macrofagos infectados sem tratamento,
com tratamento por Anfotericina B (S5ug/mL) e na presenga de DMSO a 0,5%. Cada barra representa a

média + erro padrdo de trés experimentos independentes.

6.6.2 Avaliacao in vitro da citotoxicidade de associacoes de derivados de
Benzofenonas selecionados em macréfagos RAW 264.7

O objetivo deste experimento foi verificar se a associagdo de diferentes compostos
derivados de Benzofenonas poderia ser toxica aos macréfagos. As concentragdes
utilizadas para este ensaio estdo demonstradas na Tabela 3. A avaliacdo da viabilidade

dos macrofagos foi feita por citometria de fluxo.
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Como observado na Figura 33 e 34, nenhuma das associagdes foram toxicas para
os macrofagos a tal ponto de comprometer sua viabilidade celular. As concentragdes das
associacdes utilizadas neste ensaio (ver Tabela 3), denominadas ICio das associacdes
(ICi0ass), serdo as mesmas utilizadas para se verificar o efeito leishmanicida nos ensaios

em amastigotas intracelulares.
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Figura 33. Avaliacio da viabilidade dos macréfagos RAW 264.7 tratados com associacdes de
derivados de Benzofenonas. Percentual de viabilidade celular em macrofagos apos 48 h de tratamento
com associagdes de derivados de Benzofenonas nas concentragdes correspondentes ao valor ICioass de cada
associacdo. Calculos feitos a partir de dados obtidos por citometria de fluxo, representados na Figura 33.
Grupol: AL-16+AL-19; Grupo 2: AL-16+B-5; Grupo 3: AL-16+AL-13; Grupo 4: AL-19+B-5; Grupo
5: AL-19+AL-13; Grupo 6: AL-13+B-5; Grupo 7: AL-16+AL-19+B-5; Grupo 8: AL-16+AL-19+AL-
13; Grupo 9: AL-16+AL-13+B-5; Grupo 10: AL-19+AL-13+B-5; Grupo 11: AL-13+Al-16+Al-19+B-
5.
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Figura 34. Avaliacdo da viabilidade dos macréfagos RAW 264.7 tratados com associacdes de

derivados de Benzofenonas (graficos da citometria de fluxo): foram usados como grupos controles

macrdofagos vivos e mortos, ambos marcados com iodeto de propideo. Macrofagos também incubados com

0,5% de DMSO.

6.6.3 Atividade leishmanicida de associacoes de derivados de Benzofenonas em

macrofagos RAW 264.7 infectados com L. infantum chagasi

O resultado da inibi¢do da infeccdo nos macroéfagos RAW 264.7 com L. infantum

chagasi tratados com associacdes de derivados de Benzofenonas esta representado na
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Figura 35. As associagdes foram utilizadas nas concentragdes estabelecidas conforme
descrito na Tabela 3. Apos 48 h de tratamento, os grupos 2 (64,3%), 3 (79,6%), 6 (75%),
7 (75,9%), 8 (70,3%) e 9 (61,1%) foram capazes de promover uma inibicdo significativa
(p<0,05) da infec¢do quando comparados ao controle tratado com Anfotericina B (5
pg/mL) (92,06%). Isso demonstra a ocorréncia de sinergismo entre os derivados de
Benzofenonas quando associados em uma mesma solugdo. Os controles infectados sem
tratamento ou na presenga de DMSO a 0,5% néo apresentaram inibicdo significante da

infeccdo quando comparados com o controle tratado com Anfotericina B (p<0,05).
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Figura 35. Percentual de inibicio da infeccio em macrofagos RAW 264.7 tratados com associagdes
de derivados de Benzofenonas por 48h. Analise por citometria de fluxo. Macrofagos infectados com L.
infantum chagasi foram tratados com as concentragdes correspondentes ao valor ICjo.ss de cada associagao.
Foram utilizados como controles macrofagos infectados sem tratamento, macrofagos infectados tratados
com Anfotericina B Sug/mL e macréfagos infectados em meio contendo DMSO a 0,5%. Cada barra
representa a média = erro padrdo de trés experimentos independentes. Diferencas significativas
estatisticamente (p<0,05) em relag@o ao controle tratado com Anfotericina B sdo indicadas pelo simbolo
(*). Teste estatistico de varidncia ANOVA. Grupol: AL-16+AL-19; Grupo 2: AL-16+B-5; Grupo 3:
AL-16+AL-13; Grupo 4: AL-19+B-5; Grupo 5: AL-19+AL-13; Grupo 6: AL-13+B-5; Grupo 7: AL-
16+AL-19+B-5; Grupo 8: AL-16+AL-19+AL-13; Grupo 9: AL-16+AL-13+B-5; Grupo 10: AL-19+AL-
13+B-5; Grupo 11: AL-13+Al-16+Al-19+B-5.
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Na Figura 36 estdo representados os graficos obtidos do programa FACSuite
Software® durante a leitura dos testes. E interessante observar que o grafico do controle
macrofagos infectados tratados com Anfotericina B praticamente se sobrepoe ao grafico
dos macrofagos nao infectados, e o grafico dos macréfagos infectados incubados com
DMSO 0,5% se sobrepde ao grafico dos macrofagos infectados. Isso apoia o pressuposto

de que ocorre um aumento da carga de DNA proporcional a infecgao.
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Figura 36. Atividade leishmanicida de associacdes de derivados de Benzofenonas em macrofagos
RAW 264.7 infectados com L. infantum chagasi. Proporgdo de infeccdo em macrofagos infectados apos
o tratamento com as associagdes de Benzofenonas comparando-os aos grupos controles macrofago sem
infeccdo e macréfagos infectados sem tratamento. Gréaficos obtidos do programa FACSuite Software®.
Legenda: macrofagos sem infecgdo (verde); macrofagos infectados sem tratamento (vermelho); macrofagos
infectados tratados com associa¢cdes de Benzofenonas (preto). Grupol: AL-16+AL-19; Grupo 2: AL-
16+B-5; Grupo 3: AL-16+AL-13; Grupo 4: AL-19+B-5; Grupo 5: AL-19+AL-13; Grupo 6: AL-13+B-
5; Grupo 7: AL-16+AL-19+B-5; Grupo 8: AL-16+AL-19+AL-13; Grupo 9: AL-16+AL-13+B-5; Grupo
10: AL-19+AL-13+B-5; Grupo 11: AL-13+Al-16+Al-19+B-5.
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6.7 Comparacio entre técnicas: Microscopia optica X Citometria de Fluxo

Metodologias tradicionais, como a microscopia Optica, além de serem laboriosas
carregam em si, mais do que outras técnicas, a questdo do erro humano. Encontrar novas
metodologias que sejam de mais facil manuseio e com resultados mais precisos ¢ um
grande passo para acelerar o desenvolvimento de novos farmacos. Pensando nisso, foi
proposto neste trabalho utilizar a Citometria de Fluxo, com outro foco, diferente dos ja
propostos, como uma nova ferramenta para investiga¢do indireta de novas drogas em
potencial. Os resultados encontrados nas analises comparando os dados obtidos pela

microscopia optica e pela citometria de fluxo sdo demonstrados na Figura 37.
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7 DISCUSSAO

A LV ¢é uma enfermidade de grande importancia para saiude publica. E a terceira
doenca mais importante a ser transmitida por insetos hematoéfagos, sendo superada
somente pela filariose e pela malaria (REITHINGER et al, 2002). Além disso, ¢ a
segunda enfermidade de maior relevancia entre as protozooses tropicais (BASTOS et al,,
2015). Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em paises onde as condigdes
socioecondmicas sdo precarias (Brasil, India, Bangladesh, Nepal ¢ Sudio)(MONTALVO
et al.,2012). No Brasil, a relevancia da LV reside ndo somente na sua ampla distribuigdo
e alta incidéncia, mas também no fato de esta doenca poder assumir formas graves e letais
quando associada a infec¢des concomitantes e a0 quadro de ma nutri¢do. Segundo a OMS
mesmo com todos os avangos alcancados no diagndstico e no tratamento ocorridos nos
ultimos 10 anos, as leishmanioses ainda mostram taxas de morbimortalidade com grande
tendéncia de aumento. Associado a este fato, existem ainda o problema da coinfecgdo do
virus HIV com a LV, que ¢ um desafio emergente para o controle mundial da doenga
(GRIENSVEN et al., 2014), além da resisténcia desenvolvida ao tratamento convencional
com antimoniais, 0 que sugere o surgimento de cepas resistentes do parasito

(HENDRICKX et al., 2017; ROJAS et al., 2006).

Além dos problemas da coinfec¢do e da resisténcia, existem ainda os problemas
relacionados ao tratamento convencional em si: longo, com elevada toxicidade, diversos
efeitos colaterais, de alto custo, com dificil administracdo, necessitando muitas vezes de
internacdo hospitalar. Todos estes fatos levam, muitas vezes, ao abandono do protocolo

terapéutico (CROFT et al., 2006; SUNDAR, 2001).

Um grande desafio no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das
leishmanioses sdo as metodologias empregadas para a triagem e a selecdo de potenciais
compostos com efeitos leishmanicida para ensaios in vitro, uma vez que estes apresentam
variagdes consideraveis na avaliagdo do potencial/agdo leishmanicida e na citotoxicidade
das drogas mensuradas (NWAKA; HUDSON, 2006). Além disso, a falta de padronizacdo
e de um consenso sobre qual melhor ensaio a ser empregado, além da falta de
reprodutibilidade nos resultados entre os grupos envolvidos sdo fatores a serem
considerados (MAIA et al., 2013). Estes fatos refletem na pouca inovacdo no tratamento

da leishmaniose nas ultimas décadas, apesar de inlimeras pesquisas serem feitas na area.
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Apesar de todos os empecilhos, os testes in vitro sdo essenciais para testar novos
compostos e farmacos para o uso humano, uma vez que selecionam aqueles que
apresentam menor citotoxicidade para células de mamiferos e possivel efeito na estrutura
do parasito. Eles avaliacdo principalmente a viabilidade celular, a genotoxicidade (danos
ao DNA) e a toxicidade e danos celulares (tanto para a célula do hospedeiro quanto a do
parasito). As vantagens dos testes in vitro em relagdo aos testes in vivo baseiam-se no
fato dos primeiros apresentarem baixo custo, rapidez nos resultados, condigdes
experimentais sob controle, além de substituir ou diminuir o uso de animais e ndo precisar
de aprovacdo de comité de ética (CROFT et al., 2006). Selecionados os compostos no
processo in vitro, seguem-se os procedimentos in vivo, partindo do preludio de que os
compostos selecionados apresentam em primeira instdncia uma baixa toxicidade para o

hospedeiro e uma grande chance de eliminar o parasito.

Partindo do exposto até agora, este trabalho buscou avaliar o possivel efeito
leishmanicida in vitro dos diferentes compostos Triazolicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e de indan-1,3-diona e compostos derivados de
Benzofenonas em um modelo experimental que emprega macréfagos como modelo de
células de mamiferos para estudar a citotoxicidade dos compostos, bem como L. infantum
chagasi nas formas promastigotas e amastigotas para estudo do efeito leishmanicida. Em
paralelo, foi feita uma correlagdo entre os resultados encontrados em técnicas tradicionais
(ensaios de MTT e microscopia 6ptica) e uma nova metodologia proposta por nosso grupo
de pesquisa, empregando a citometria de fluxo para a avaliagdo da carga de parasitos

internalizados pelos macroéfagos.

Inicialmente, foram realizados o que ficou denominado como ensaios de
Solubilidade. A principio, todo composto quimico apresenta a capacidade de se arranjar
em uma ou mais estruturas cristalinas diferentes. Define-se como polimorfismo a
capacidade de uma substancia existir no estado s6lido com, no minimo, duas estruturas
cristalinas diferentes (HALEBLIAN; MCCRONE, 1969). Portanto, todo composto
quimico pode apresentar o fendmeno do polimorfismo. Entretanto, isso nem sempre ¢é
observado em funcdo das barreiras cinéticas e termodindmicas. A variacdo da estrutura
cristalina de um sélido muitas vezes pode levar a alteragdes em suas propriedade fisico-
quimicas (dureza, pressdo de vapor, solubilidade, densidade, estabilidade fisica e
quimica, etc.). Como resultado, muitas propriedades importantes para um farmaco podem

ser alteradas, tais como a velocidade de dissolugdo (diretamente relacionada a
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biodisponibilidade), a estabilidade fisica e quimica, a compactacgdo e o escoamento do po,
etc. (BYRN et al, 1999). Destas alteracdes, a questdo da biodisponibilidade e
solubilidade merece grande aten¢do. Ha varios trabalhos que descrevem a importancia de
se estudar as diferentes formas cristalinas para a dissolug@o e a biodisponibilidade dos
farmacos. Em 1979, foi feito um estudo mostrando uma diferenca na solubilidade entre
as duas formas cristalinas da fenitoina, em funcdo do tipo de cristal que cada uma
apresentava (CHAKRABARTI et al., 1978). Todo o exposto até agora corrobora a atitude
de abandono dos compostos quimicos que se cristalizaram nas primeiras 48 h em nossos
experimentos iniciais, uma vez que a falta de informacao sobre estes estudos polimorficos
a respeito de cada composto ¢ um quesito de desclassificacdo para os mesmos, reduzindo
um viés a mais em nosso trabalho. Desta forma, nesta etapa do trabalho foram
selecionados para o proximo passo do estudo somente aqueles compostos e/ou diluigdes
destes compostos que durante as primeiras 48 h ndo se cristalizaram ou se cristalizaram e
seus cristais se desfizeram dentro destas 48 h. Portanto, os compostos selecionados dos
Triazolicos derivados da indan-1,3-diona foram o WL-28, WL-40 e WL-43; dos
Triazolicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona foram WL-12, WL-13, WL-
14, WL-16, WL-17, WL-19, WL-25 ¢ WL-26; e os derivados de Benzofenonas foram
AL-0, AL-4, AL-5, AL-6, AL-8, AL-12, AL-13, AL-16, AL-19, AL-23, B-3, B-5 ¢ B-6.

Em seguida, os compostos selecionados acima mencionados foram utilizados em
testes in vitro utilizando macrofagos RAW 264.7. O emprego deste tipo de célula é muito
util para este tipo de trabalho, uma vez que ¢ menos dispendioso e mais rapido, quando
comparado a culturas de células primarias, como aquelas obtidas do peritonio de
camundongos. Além do mais, oferece uma fonte ilimitada de células homogéneas, que
garante reprodutibilidade dos testes e tolera altas doses de farmacos, como aquelas
testadas no inicio do trabalho (MAIA et al., 2007). Nesta etapa, os compostos
selecionados foram submetidos a avaliagdo de citotoxicidade pelo método MTT. Os
macrofagos foram incubados por 48 h na presenca de uma série de dilui¢des seriadas, a
fim de se determinar a ICyo de cada composto quimico em analise. O estudo da viabilidade
in vitro durante a triagem de compostos ¢ de fundamental importancia para se avaliar a
biocompatibilidade das substancias em analises, além de ser possivel predizer o quanto
determinada substancia pode ser ou ndo tdxica para estudos in vivo, por intermédio da

determinagdo da IC1o (ROGERO; IKEDA, 2003).
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De modo geral, os ensaios mostraram que os compostos Triazolicos derivados da
indan-1,3-diona e derivados da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona apresentaram uma
baixa citotoxicidade em macrofagos quando testados nas concentragdes mais altas (1,25
pg/mL). Somente os compostos WL-12, WL-26, WL-40 e WL-43 apresentaram, nesta
concentragdo, taxa de mortalidade superior a 10%. A partir da concentracdo 0,3125
pg/mL, todos os compostos apresentaram taxa de mortalidade inferior a 10%. Estes
achados indicam um bom progndstico para uma droga em teste, uma vez que sio
indicativos de que a toxicidade in vivo também seja baixa. Ja para os derivados de
Benzofenonas, a maioria dos compostos apresentaram uma taxa de mortalidade bem
maior nas concentragdes mais altas (50 pg/mL): AL-5, AL-8, AL-12, AL-13, AL-16, B-
5 e B-6. Apenas o AL-0 apresentou uma menor toxicidade para os macrofagos nas
dilui¢des propostas (a partir da concentragdo 25 pg/mL, a taxa de mortalidade dos
macrofagos foi inferior a 10%). Os compostos AL-4 ¢ AL-6 foram os que apresentaram
a maior toxicidade: para o AL-4, a menor taxa de mortalidade foi apresentada na menor
concentragdo proposta (0,024414 pg/mL) e, para o AL-6, a menor taxa de mortalidade
foi vista na concentracdo de 0,048828 pg/mL. Para os demais compostos, as taxas de
mortalidade foram inferiores a 10% nas concentragdes a partir de 3,125 pg/mL (B-6, B-
3 e AL-23), 0,390625 pg/mL (AL-5, AL-8 e AL-12) e 1, 5625 ug/mL (AL-16, AL-19,
AL-13 e B-5). Estes achados deixam claro, mais uma vez, a importancia de se realizar
experimentos in vitro especificos em células que serdo utilizadas em ensaios subsequentes
para os testes de drogas. Desta forma, s6 serdo utilizadas nas proximas etapas somente os
compostos e/ou dilui¢des que apresentaram taxa de mortalidade para macréfagos inferior

a 10%.

Paralelamente aos ensaios de citotoxicidade dos compostos em macréfagos, foram
feitos também ensaios de citotoxicidade em formas promastigotas de L. infantum chagasi.
De maneira habitual, os ensaios em formas promastigotas do parasito estdo sempre
presentes na triagem inicial de compostos candidatos a drogas leishmanicidas, por serem
testes baratos e simples (FUMAROLA et al., 2004; LOPEZ-ARENCIBIA et al., 2015).
Neste sentido, os compostos selecionados foram submetidos a avaliacdo da citotoxicidade
em formas promastigotas pelo método MTT. As formas promastigotas foram incubados
por 48 h na presenca 1,25 pg/mL dos compostos Triazdlicos derivados de 6-
hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona ou de indan-1,3-diona e na presenca de 50 pg/mL de

derivados de Benzofenonas. O objetivo desse procedimento foi avaliar a eficacia
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terapéutica in vitro pela verificacdo do potencial leishmanicida destes compostos. Os
resultados mostraram que nenhum dos compostos testados foram capazes de provocar
reducdo significativa da populacdo de promastigotas quando comparados com o grupo
controle tratado com Anfotericina B (ICso 44,43 pg/mL, ver anexo IV). E importante
ressaltar que a Anfotericina B ¢ um potente leishmanicida disponivel, com estudos
comprovados, tanto in vitro quanto in vivo, contra formas promastigotas e amastigotas do
parasito do género Leishmania (CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011). Mesmo
esta etapa ndo tendo demonstrado os resultados esperados, os ensaios em formas
amastigotas da L. infantum chagasi foram realizados, uma vez que foi demonstrado em
diversos estudos que ha uma diferenga na expressdo génica entre formas promastigotas
metaciclicas, amastigotas intracelulares ¢ formas axénicas (HOLZER et al, 2006;
LEIFSO et al.,2007; VERMEERSCH et al., 2009). Logo, é possivel que estes compostos
talvez apresentem alguma acdo sobre as formas amastigotas, mesmo ndo tendo acao sobre

as formas promastigotas.

A proxima etapa do trabalho baseou-se em avaliar o potencial leishmanicida dos
compostos em formas amastigotas intracelulares. A maioria dos testes de drogas
encontrados na literatura sobre as formas amastigotas emprega formas amastigotas
axénicas, cultivadas in vitro para a avaliagdo do potencial leishmanicida (ROY et al.,
2001). Os dois modelos de triagem (ensaio em formas promastigotas € amastigotas
axénicas) sdo validos, apesar de ndo representarem de forma real o parasito encontrado
em hospedeiros vertebrados, as amastigotas internalizadas em macrofagos. Para as
avaliacdes necessarias para a verificacdo do efeito das drogas nas amastigotas
intracelulares, optou-se por trabalhar com duas metodologias: uma tradicional, baseada
na contagem de amastigotas internalizadas em macrofagos por intermédio da microscopia
optica; e uma experimental, utilizando a diferenca entre a quantidade de DNA marcado
por iodeto de propideo dos macrofagos infectados e ndo infectados para determinar o

percentual de infeccdo, de forma indireta, por citometria de fluxo.

Ap6s 48 h de tratamento com Triazolicos derivados da indan-1,3-diona ou com os
Triazolicos derivados da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona, ndo foi observada, pela
técnica de microscopia Optica, nenhuma redugdo percentual significativa da infecgdo em
macrofagos RAW 264.7, muito menos redugdo da carga parasitaria de amastigotas
internalizadas em macréfagos (razdo entre o nimero de amastigotas por macrofago

infectado) em comparacdo com o grupo tratado com Anfotericina B (5 ug/mL), que
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apresentou um percentual de inibicdo de 58% e uma média de carga parasitaria de
2,17/macr6fago. Portanto, apesar de estudos mostrarem que outros derivados Triazolicos
apresentaram reducdo significativa da taxa de infec¢do em macrofagos, o mesmo ndo
ocorre para os compostos Triazolicos utilizados em nossos experimentos (BEZERRA et
al., 2007; CROFT et al., 2005; EUFRANIO et al., 2012; PAPADOPOULOU et al.,
2012).

Para os derivados das Benzofenonas, foi possivel observar um percentual de
inibi¢do da infecgdo em torno de 20% nos grupos tratados com os compostos AL-12, AL-
13, AL-16 e AL-23 quando comparados com o grupo tratado com Anfotericina B (5
ug/mL), que apresentou um percentual de inibigdo da infec¢do de 76,9%. Para os demais

compostos, o efeito foi menos expressivo na inibigao da infeccao.

E importante ressaltar que a microscopia optica, apesar de ser uma metodologia
consolidada para este tipo de estudo, conta com vérias dificuldades operacionais para a
avaliacdo e obtencao de resultados in vitro dos testes de drogas com potencial terapéutico.
A contagem de parasitos em lamina, além de ser muito trabalhosa, demanda muito tempo
para a obtencdo do material pronto para a analise ao microscopio optico. Nas etapas do
procedimento, muitas vezes as células podem ser perdidas ou terem sua integridade
estrutural comprometida, tanto durante o processo de lavagem para retirada de células
mortas e promastigotas ndo internalizadas por macréfagos quanto no processo de
coloragdo (tempo de fixagdo, tempo de exposi¢do ao corante, etc.). E, portanto, uma
técnica que demanda trabalho, tempo e treinamento. Outro fato que deve ser levado em
consideragdo ¢ a questdo da padronizacdo da capacidade de volume da placa, a proporc¢ao
do nimero de Leishmania/macrofago durante o processo de infecg¢do, a quantidade de
células que serdo contadas ao microscopio optico, o tipo de corante que sera utilizado,
bem como o tempo de exposicao ao mesmo. O ideal € que todas as contagens sejam feitas,
de preferéncia, pelo mesmo individuo a fim de ser reduzir o viés do observador/contador,
0 que as vezes se torna uma questdo muito laboriosa, uma vez que o niimero de laminas

para contagem ¢ muito elevado.

Pensando em todas as dificuldades demonstradas por esta técnica, optamos por
uma metodologia experimental em que empregamos a citometria de fluxo para a
quantificacdo de parasitos internalizados pelos macrofagos. Partindo do pressuposto que
macrofagos infectados irdo apresentar, além do seu DNA, também o DNA dos parasitos
internalizados, foi formulada a hipotese de que seria possivel a diferenca entre a
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quantidade de DNA presente em macréfagos infectados e macrofagos ndo infectados

predizer o grau de infec¢do de um macréfago.

Para defender esta hipotese, macrofagos infectados com L. infantum chagasi
foram tratados por 48 h com os derivados de Benzofenonas AL-16, AL-19, AL-13, AL-
12, AL-23, AL-6, B-5 ¢ B-6.*Apds o tratamento, os grupos tratados e ndo tratados foram
fixados em formalina 4%, cujo objetivo foi manter a integridade estrutural da célula e ao
mesmo tempo permitir o livre acesso do iodeto de propideo pela membrana plasmatica e
nuclear. Uma vez em contato com o contetido nuclear, o iodeto de propideo pode se
intercalar ao DNA, tanto ao dos macrdéfagos quanto ao dos parasitos. Desta forma, quanto
maior a quantidade de DNA presente na célula, maior sera a fluorescéncia capturada pelo

citdmetro e maior sera a taxa de infeccao.

Os resultados encontrados pela analise por citometria de fluxo mostraram que os
derivados de Benzofenonas AL-16, AL-19, AL-13 e B-5 inibem a infec¢do em torno de
25% quando comparados com o grupo tratado com Anfotericina B (5 pg/mL), que
apresentou uma taxa de inibi¢do proxima a 90%. Os demais compostos, ndo apresentaram
resultados expressivos. E interessante notar que os compostos que se sobressairam na
analise microscopica foram os mesmos que se destacaram também na citometria (AL-16,
AL-19, AL-13 e B-5). Por outro lado, pela analise por citometria houve detec¢do de maior
inibig¢do de infec¢do pela Anfotericina B em comparagdo com a técnica de microscopia.
Isso pode ser explicado por vantagens relacionadas a técnica de citometria, uma vez que
ja foi demonstrado por estudos que esta técnica melhora e simplifica o procedimento de
triagem de drogas (GIORGIO et al., 2000; KOLODZIEJ et al., 2008), isto em decorréncia
da maior rapidez e sensibilidade conferidas pela metodologia, o que permite contagem de
um numero muito superior de células por segundo em comparagdo com a microscopia,
onde o nimero de células ¢ menor e o nimero de campos contados ¢ limitado. Além do
mais, a leitura no citdmetro de fluxo ¢ feita imediatamente apos o tratamento, reduzindo

a possibilidade de possiveis interferentes no processo com o passar do tempo.

Ainda no processo investigativo do potencial efeito leishmanicida de derivados de

Benzofenonas em formas amastigotas internalizadas, foram feitas varias associacdes

! Nesta etapa do experimento, foram utilizados somente os compostos derivados de Benzofenonas que
apresentaram alguma atividade leishmanicida contra as formas amastigotas internalizadas. Como os
Triazdlicos derivados da indan-1,3- diona e os Triazélicos derivados da 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H) —ona
apresentaram atividade insignificante, eles deixaram de ser testados a partir desta etapa.
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entre os compostos AL-16, AL-13, AL-19 e B5. Os macrofagos infectados com L.
infantum chagasi foram tratados por 48 h com estas associagoes e analisados tanto por

citometria de fluxo quanto por microscopia optica.

Antes de se iniciar o tratamento com as variadas associa¢des em macrofagos
infectados, primeiro foi feita a avaliacdo da citotoxicidade dessas associacdes em
macrofagos. O objetivo foi verificar se elas seriam toxicas para os macrofagos. Os
resultados foram todos analisados por citometria de fluxo, em um ensaio de viabilidade
celular. Todas as células foram marcadas com iodeto de propideo, uma metodologia ja
bem descrita na literatura e rotineira no meio cientifico (LOPES et al., 2012). Os
resultados demonstraram que, em todas as associagdes, o percentual de morte dos
macrofagos foi inferior a 10%, quando comparados aos macrofagos sem tratamento,

validando, portanto, as concentragdes das associa¢des utilizadas.

O proximo passo foi a avaliagdo do potencial de atividade leishmanicida dessas
associagdes em macrofagos infectados com L. infantum chagasi ap6s 48 h de tratamento.
Os resultados encontrados pela microscopia optica demonstraram que as associa¢des
identificadas como grupos 3, 7, 8 e 10 ndo apresentaram diferencas estatisticas quanto
aos percentuais de inibi¢do da infecgdo (59,2%; 63,1%; 62,8% e 59,3%, respectivamente)
quando comparados com o grupo tratado com Anfotericina B (74,9%). Com relacdo a
razdo entre o nimero de amastigotas por macrofagos, apenas o grupo 7 apresentou uma
redugdo significativa quando comparado ao grupo tratado com Anfotericina B. No
entanto, apesar de estatisticamente somente o grupo 7 ter apresentado esta reducdo, ao
microscopio optico € possivel observar que o nimero de amastigotas internalizadas por
macrofagos também foi reduzido no grupo 8, conforme a imagem apresentada no anexo

V.

Quando os ensaios foram analisados por citometria de fluxo, foi observado que as
associagdes identificadas como grupos 2, 3, 6, 7, 8 ¢ 9 ndo apresentaram diferencas
estatisticas quanto aos percentuais de inibi¢ao da infecgdo (64,3%; 79,6%,75%; 75,9%,
70,3% e 61,1%, respectivamente) quando comparados com o controle tratado com
Anfotericina B, cujo percentual de inibigdo foi de 92,06%. Partindo do pressuposto que a
técnica de citometria de fluxo seja mais sensivel, ¢ possivel justificar estas pequenas
divergéncias encontradas em alguns grupos analisados. Por outro lado, nota-se que,
independente da técnica utilizada, os grupos 3, 7 e 8 apresentaram um percentual de
inibi¢cdo da infec¢do significativo tanto pela microscopia Optica quanto pela citometria de
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fluxo quando comparados com o controle tratado com Anfotericina B. Estes resultados
associados apenas corroboram entre si e intensificam a hipotese de que a associagdo entre
os compostos AL-16 e AL-13 (grupo 3), AL-16, AL-19 e B-5 (grupo 7) e AL-16, AL-19
e AL-13 (grupo 8) apresentam acao leishmanicida em formas amastigotas da L. infantum

chagasi internalizadas em macrofagos RAW 264.7.

Ao se fazer a comparagdo dos resultados encontrados entre as duas metodologias
empregadas para a avaliagdo da atividade leishmanicida in vitro dos compostos
Triazdlicos derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona ¢ de indan-1,3-diona e dos
compostos derivados de Benzofenonas em formas amastigotas internalizadas em
macrofagos, foram observadas algumas correlagdes entre os resultados obtidos pelas
duas técnicas. Dos 120 testes realizados, em 20% houve discordancia nos resultados
encontrados. Como demonstrado na Figura 36, ¢ interessante notar a clara definicdo que
existe entre o grupo de células que ndo estdo infectadas e o grupo de células infectadas,
cujo aumento na emissdo de fluorescéncia ¢ evidente, consequéncia direta do aumento da
quantidade de DNA e, consequentemente, da quantidade de parasitos. E ainda mais
interessante, € o fato de os grupos de células infectadas e tratadas se posicionarem entre
estes dois limites estabelecidos previamente, de acordo com sua carga parasitaria: quanto
maior a eficacia do tratamento, maior a tendéncia do deslocamento para esquerda; quanto
menor a eficicia, maior o deslocamento para a direita. Apesar dos bons resultados
demonstrados, um dos fatores limitantes desta metodologia esta diretamente relacionada
ao volume de parasitos internalizados: se a quantidade de parasitos for muito pequena,
mesmo com a sensibilidade do Citometro de Fluxo, imagina-se que sera dificil ou até
mesmo impossivel construir limites seguros para a andlise, diminuindo o grau de
confiabilidade dos resultados. Outra questdo que deve ser investigada também ¢ se esta
ocorrendo a formagdo de grumos de macrofagos. Isto poderiam levar a resultados
erroneos, uma vez que proporcionalidade da fluorescéncia estaria relacionada ao material
nuclear somente dos macrofagos e ndo dos parasitos. Ainda ¢ preciso lapidar
determinados parametros para esta metodologia, a fim de torna-la segura para o uso
cotidiano, como por exemplo, estabelecer a quantidade minima de parasitos
internalizados para se obter resultados seguros, fazer novos testes utilizando drogas com
eficdcia ja conhecida ou utilizar para a analise macrofagos infectados com outras espécies
de Leishmanias e com Leishmanias que expressem proteinas fluorescentes. Dessa forma

seria possivel estabelecer resultados paralelos que poderiam ser comparados com o0s
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atuais, para verificar se estd ocorrendo a formag@o de grumos de macrofagos que estaria

levando a resultados falsos.

Encontrar novas técnicas que sejam melhores, mais rapidas e confidveis para a
triagem de novas drogas ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de doengas parasitarias. Visto por este angulo, a citometria de
fluxo oferece diversas vantagens técnicas que podem contribuir para tal fato, tais como:
maior rapidez e sensibilidade, permitir uma contagem de células em um espago de tempo
muito menor (milhares de células por segundo) quando comparado com a microscopia.
Apesar de o procedimento para a analise em citometria ser muito semelhante aquele
utilizado para a microscopia, este ndo exige que sejam feitos os procedimentos de fixacao,
coloracdo e montagem de laminas, além do que os resultados sdo obtidos e analisados no
mesmo instante em que sdo adquiridos pelo aparelho, de forma rapida e dindmica (AZAS

et al.,1997; GIORGIO et al., 2000).

Os resultados in vitro encontrados neste trabalho mostram que derivados de
Benzofenonas isolados ndo apresentam atividade leishmanicida satisfatoria, porém a
associagdo entre os compostos AL-16 e AL-13 (grupo 3), AL-16, AL-19 e B-5 (grupo 7)
e AL-16, AL-19 e AL-13 (grupo 8) apresentam uma acdo leishmanicida em formas
amastigotas da L. infantum chagasi, além de baixa citotoxicidade em macrofagos. Estes
conjuntos de dados sugerem que estas associagdes aqui testadas merecem ser
consideradas como candidatas aos testes in vivo para leishmaniose visceral. Acreditamos
que os resultados encontrados abrem uma nova perspectiva para O avango no
desenvolvimento de novos farmacos no combate as leishmanioses, com base no emprego
de derivados de Benzofenonas, além do uso da citometria de fluxo, sob uma nova

perspectiva, para a triagem de novas drogas com potencial leishmanicida in vitro.
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8 CONCLUSOES

)

2)

Considerando-se os resultados de citotoxicidade em formas amastigotas
internalizadas, as associacdes entre os compostos AL-16 e AL-13 (grupo 3), AL-
16, AL-19 e B-5 (grupo 7) e AL-16, AL-19 e AL-13 (grupo 8) podem ser
utilizadas em pesquisa in vivo;

Justamente por ter apresentado similaridades tdo elevadas entre as duas
metodologias apresentadas (microscopia e citometria), a nova metodologia
proposta, baseada em um novo enfoque por citometria de fluxo, merece e deve ser
melhor avaliada, por apresentar grandes perspectivas de ser uma nova ferramenta

na triagem de novas drogas com potencial leishmanicida em estudos in vitro.
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9 PERSPECTIVAS

Os resultados encontrados neste estudo abrem novas e promissoras perspectivas

no quesito estudo de drogas in vitro que utilizam compostos sintéticos para avalicdo do

potencial efeito leishmanicida em formas amastigotas e promastigotas de L. infantum

chagasi, utilizando diferentes técnicas. A constatacdo de que as associagdes entre os

compostos AL-16 e AL-13 (grupo 3), AL-16, AL-19 e B-5 (grupo 7) e AL-16, AL-19 ¢

AL-13 (grupo 8) apresentaram resultados expressivos nas taxas de inibi¢do da infec¢do

de macrofagos RAW 264.7 por L. infantum chagasi nos permite agregar novas

perspectivas que poderdo contribuir para a expansdo dos conhecimentos na area dos testes

de drogas in vitro. Partindo deste pressuposto, os proximos passos da pesquisa podem se

basear em:

1y

2)

3)

4)

S)

6)

7)

Determinar os valores de ICso, para as associacdes dos grupos 3, 7 e 8;
Prosseguir com os ensaios in vivo, utilizando para isso as associagdes dos grupos
3,7 e 8, que apresentaram melhor potencial leishmanicida;

Avaliar o potencial leishmanicida das associagdes dos grupos 3, 7 ¢ 8 em outas
espécies de Leishmania (Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, etc.)
causadoras de leishmaniose tegumentar;

Fazer novos ensaios para estabelecer pardmetros seguros para a nova metodologia
utilizando a citometria de fluxo, utilizando outros compostos com eficacia
leishmanicida comprovada, como por exemplo, os Antimoniais;

Realizar os ensaios de citometria de fluxo utilizando também macréfagos
infectados com outras espécies de Leishmania sp. (L. braziliensis, L. amazonensis,
etc.).

Realizar os ensaios de citometria de fluxo utilizando também macréfagos
infectados com outras espécies de Leishmania sp. que expressem proteinas
fluorescentes, para se descartar a hipotese de formag@o de grumos de macrofagos.
Determinar o valor minimo de infec¢@o para que a metodologia de citometria de

fluxo proposta neste estudo possa ser usada com uma boa margem de seguranga.
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ANEXO I: Equacdes e graficos utilizados para calculos do nimero de macréfagos
sobreviventes apds tratamento com compostos Triazolicos, derivados Triazolicos de
6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)—ona (A) e derivados de Benzofenonas (B) apos 48h de
tratamento. As absorbancias foram obtidas apos leitura em espectrofotometro a

570nm.
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ANEXO II: Equacio e grafico utilizado para calculos do niimero de promastigotas
de L. infantum chagasi sobreviventes apds tratamento com compostos Triazélicos,
derivados Triazolicos de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona e derivados de
Benzofenonas apds 48h de tratamento. As absorbancias foram obtidas apoés leitura

em espectrofotometro a 570nm.
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ANEXO III
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ANEXO III

derivados de 6-hidroxiisobenzofuran-1(3H)-ona realizados durante a 1%, 24%, 487 ¢

72%h, nas respectivas diluicdes. Legenda: C= com cristal; S/C= sem cristais
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ANEXO IIT

Benzofenonas realizados durante a 1%, 24% 48" e 72%h, nas respectivas diluicées.
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ANEXO IV: Determinacio da IC50% para formas promastigotas metaciclicas de L.
infantum chagasi neste estudo (determinado através do ensaio colorimétrico de

MTT).
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ANEXO V: imagens de macrofagos infectados com L. infantum chagasi e tratados
com associacdes de derivados de Benzofenonas: a) macrofagos infectados sem
tratamento; b) macrofagos infectados tratados com Anfotericina B (Spg/mL); c)

macrdfagos infectados tratados com grupo 7; d) macréfagos infectados tratados com

grupo 8.
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