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Resumo

RESUMO

A leishmaniose € uma doenca tropical negligenciada causada por protozoarios do genero
Leishmania e transmitida aos hospedeiros vertebrados por vetores flebotomineos. Esta
associada a taxas de morbidade e mortalidade global significativas, cujas estratégias
atuais de controlo sdo principalmente baseadas na quimioterapia, que presentemente
apresenta opcOes terapéuticas limitadas com elevada toxicidade, eficacia decrescente e
resisténcia crescente, tornando cada vez mais relevante a procura de compostos com
atividade anti-Leishmania que sejam de facil administragdo, seletivos e com elevado
indice terapéutico. No presente trabalho foram realizados ensaios in vitro com peroxidos
sintéticos - 6 trioxolanos, 6 tetraoxanos e 4 derivados de artemisinina - em diferentes
concentragOes, para avaliar a atividade leishmanicida. Destes, foram selecionados os que
apresentaram menor CI50 contra as formas promastigotas de Leishmania infantum
(MHOM/PT/88/IMT151), Leishmania donovani (MHOM/BD/2006/BD14) e Leishmania
tropica (MHOM/PS/2002/63jnF21) e foram submetidos a testes contra as formas
amastigotas intracelulares. A anfotericina B, miltefosina e a pentamidina foram usadas
como controle positivo. Também foi avaliada a citotoxicidade dos compostos em
linhagens de células monociticas/ macrofagicas J774.A1 e THP-1, utilizando o método
colorimétrico com metil-tiazol-tetrazolio (MTT). Os resultados demonstraram que a
maioria dos compostos pesquisados apresentaram baixa citotoxicidade contra as linhas
celulares em estudo e niveis variados de acdo leishmanicida contra as formas
promastigotas e amastigotas das diferentes espécies, sendo que, no entanto, a forma
amastigota se apresentou mais sensivel aos compostos testados. Observou-se que em
concentrag0es micromolares o tetraoxano LC138 demonstrou uma melhor atividade
contra as formas amastigotas intracelulares de L. infantum (CI50 = 23,19 uM),
apresentando um indice de seletividade de 22,8 o que indica ser este um composto
promissor para estudos adicionais. Foi também avaliado o efeito dos compostos LC132,
LC137 e LC138 na morfologia das formas promastigotas de L. infantum, observando-se

alterac6es no tamanho do flagelo, tamanho médio e desorganizagéo citoplasmatica.

Palavras-chave: Leishmania spp, atividade anti-Leishmania in vitro, compostos

peroxidicos sintéticos, MTT, analise morfometrica.



Abstract

ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by a protozoan belonging to the
genus Leishmania and is transmitted by the bite of sand flies (genus Phlebotomus). It is

associated with significant global morbidity and mortality rates whose current control
strategies are primarily based on chemotherapy, which currently presents limited
therapeutic options, involving high level of toxicity and decreasing efficacy due to
increasing resistance. Thus, the search for compounds with antileishmanial activity,
which can be easily administrated, are selective and show high therapeutic index, is
imperative. In this work, in vitro tests were performed by screening synthetic peroxides -
6 trioxolanes, 6 tetraoxanes and 4 artemisinin derivatives - at different concentrations, to
evaluate their leishmanicidal potential. The compounds that evidenced lower C150 values
against promastigote forms of Leishmania infantum (MHOM/PT/88/IMT151),
Leishmania  donovani (MHOM/BD/2006/BD14) and Leishmania tropica
(MHOM/PS/2002/63jnF21) were selected for further tests against intracellular
amastigote forms. Amphotericin B, miltefosine and pentamidine were used as positive
controls. The cytotoxicity of the compounds was also evaluated in monocyte/ macrophage
cell lines J774.A1 and THP-1, by using the colorimetric assay methyl-tiazole-tetrazolium
(MTT). The results showed that most of the compounds studied presented low
cytotoxicity against the cell lines under study and varied levels of antileishmanial activity
against promastigotes and amastigotes of different species, with the amastigote forms
showing comparatively higher sensitivity to the tested compounds. It was observed that,
in the micromolar range of concentrations, the tetraoxane LC138 showed the best activity
against intracellular amastigotes of L. infantum (with CI50 = 23,19 uM), presenting a
selectivity index of 22,8 and was selected as a promising compound for further studies.
The effects of compounds LC132, LC137, LC138 on the morphology of the L. infantum
promastigotes were evaluated and changes in flagellum size, medium size and

cytoplasmic disorganization were observed.

Key-words: Leishmania spp, in vitro anti-Leishmania activity, synthetic peroxides,

MTT, morphometric analysis.
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Objetivos

OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo foi avaliar o efeito leishmanicida de uma biblioteca de

compostos peroxidicos sintéticos em diferentes espécies de Leishmania. Para

determinacdo do indice de seguranca dos compostos em estudo, procedeu-se a

determinacéo do seu efeito citotoxico em linhas celulares.

Como objetivos especificos pretendeu-se:

1.

Avaliar a citotoxicidade dos compostos em duas linhas celulares
macrofagicas;

Avaliar a suscetibilidade in vitro em promastigotas de trés espécies de
Leishmania - L. infantum, L. donovani e L. tropica - aos diferentes compostos
testados;

Avaliar a suscetibilidade in vitro de amastigotas intracelulares de L. donovani

e L. infantum aos compostos selecionados;
Determinar os indices de seletividade dos compostos;

Avaliar a integridade do DNA dos promastigotas de L. donovani e de L.
infantum na presenca das concentracdes correspondentes aos CI50 dos

diferentes compostos testados;

Avaliar as alteragdes morfoldgicas dos promastigotas de L. infantum na
presenca das concentra¢Bes correspondentes ao CI50 dos compostos que

revelarem melhor atividade in vitro.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses

1.1.1. Resenha histérica

Os primeiros registos das leishmanioses datam de 2.500 a.C.. Contudo, as
primeiras observacGes, descri¢cfes e posterior identificacdo do agente etioldgico da
leishmaniose sé surgiram a partir do Século XIX, na sequéncia de pesquisas realizadas
por diversos médicos e investigadores, de que se destaca Cunningham, Borovsky, Ross,
Leishman, Donovan, Whright, Laveran, Mesnil, Linderberg e Vianna (revisto em
Akhoundi et al., 2016).

David D. Cunningham (1843-1914) foi o primeiro a observar formas amastigotas
de Leishmania, em 1885, na india, ao estudar um caso de Kala-azar num paciente indiano

(revisto em Steverding, 2017).

Posteriormente, em 1898, o médico russo Piotr Fokich Borovsky (1863-1932),
procedendo a estudos mais detalhados deste agente, num paciente que apresentava lesées
semelhantes as descritas por Cunningham, demonstrou que o agente etioldgico do botéo
do oriente era um protozoario (Altamirano-Enciso et al., 2003).

Em 1901, William Boog Leishman (1865-1926) e Charles Donovan (1863-1951)
descreveram cientificamente o parasita causador da leishmaniose visceral (LV) ou Kala-
azar e, em 1903, Ronald Ross (1857-1932), um prestigiado médico e investigador inglés,

atribui-lhe a designacdo de Leishmania donovani, em homenagem aos dois médicos.

Leonard Rogers (1868-1962), em 1904, conseguiu cultivar com sucesso as formas
flageladas do parasita. Em 1907, Willian S. Patton (1876-1960) observou a presenca de
corpos de Leishman-Donovan (formas amastigotas) nos linfocitos do sangue periférico e
das suas formas flageladas (formas promastigotas) no intestino dos fleb6tomos (revisto
em Akhoundi et al., 2016).

O parasita causador da LV, Leishmania infantum, foi descrito em 1908 pelo

bacteriologista francés Charles J. H. Nicolle (1866-1936), na Tunisia, em criancas que
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sofriam de anemia esplénica. No mesmo ano, juntamente com seu colega Charles Comte,
isolaram o parasita em cdes infetados, em Tunis. Em 1941, o parasitologista britanico-
israelense Saul Adler, demonstrou experimentalmente que o modo de transmissdo da
Leishmania ocorre atraves da picada de flebotomineos (revisto em Akhoundi et al., 2016;
Steverding, 2017).

A partir da primeira metade do século XX até ao presente, varios foram o0s
investigadores e estudos que permitiram descrever as relagdes evolutivas entre
flebotomineos, Leishmania e os reservatdrios animais associados, bem como padrdes de

transmissdo da Leishmania e epidemiologia das leishmanioses.

1.1.2. Epidemiologia

As leishmanioses sdo um complexo de doencas cujos agentes etioldgicos sdo
protozoarios  unicelulares  pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania Ross, 1903. Estes parasitas digenéticos sdo
transmitidos a hospedeiros mamiferos através da picada de insetos vetores flebotomineos
da familia Psychodidae, género Phlebotomus Rondari, 1843 ou Lutzomyia Franca, 1924
(Neves et al., 1997; Gramiccia, 2011; Akhoundi et al., 2016; Hefnawy et al., 2017).

Esta doenca tropical negligenciada (DTN) apresenta altos indices de morbilidade
e mortalidade, principalmente em individuos ndo tratados, criancas desnutridas e pessoas
afetadas por VIH/SIDA (Alvar et al., 2006) .

As leishmanioses sdo endémicas em todos 0s continentes, exceto na Australia e
na Antartica, e estdo presentes em 98 paises ou territérios (Figura 1), sendo a
prevaléncia/incidéncia maior em paises do Sudeste Asiético, da Africa sub-Sahariana e
da Ameérica Latina (com mais de 90% dos casos registados) e sendo também endémicas
em varios paises do sul da Europa. A prevaléncia global atinge os 12 milhdes de infetados,
existindo cerca de 350 milhdes de pessoas em risco. Em cada ano, 500 mil desenvolvem

a forma visceral e 1,5 milhdes a forma tegumentar da doenga (WHO, 2015, 2017b).
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mm Regides endémicas de LV
mm Regides endémicas de LC
mm Areas afetadas comLVe LC ~

Figura 1: Distribuicdo geografica das leishmanioses. (Adaptado de Davidson, 2017)

Na Europa, Asia e Norte de Africa a infecdo por L. infantum constitui uma
zoonose relevante, em que os cdes sdo o principal reservatorio da infecdo humana,
assumido grande relevancia veterinaria. Para além dos cdes sintomaticos, o0s
assintomaticos também representam um risco para 0s seres humanos, pois constituem
uma fonte de transmiss@o para o vetor flebotomineo (Dujardin et al., 2008; Campino e
Maia, 2010).

A leishmaniose também vem sendo relatada nos felinos, particularmente em gatos.
Nos ultimos anos, a infe¢do assintomatica ou doenga clinica causada por L. infantum em
gatos foi relatada em varios paises onde a leishmaniose zoonoética esta presente, onde sdo
frequentemente expostos ou infetados pelo parasita (Maia, et al,. 2008; Maia et al., 2010;
Otranto e Dantas-Torres, 2013; Ribeiro, 2014; Neto et al., 2015; Pennisi, 2015).

O género Leishmania inclui cerca de 30 espécies diferentes com distribuicéo
limitada a do vetor que é determinada geograficamente, sendo os flebotomineos do
género Phlebotomus responsaveis pela transmissdo no Velho Mundo e Lutzomya no Novo
Mundo (Tabela 1), (Lainson e Shaw, 1972; Piscopo et al, 2007; Akhoundi et al., 2016).



Capitulo | — Introducdo

Tabela 1: Principais espécies de Leishmania, sua distribuicdo geografica e formas

clinicas no homem.

Vetor Leishmania sp  Distribuicdo Geografica Patologia
Lutzomyia spp L. lainsoni Brasil, Pert e Bolivia LC
L. naiffi Brasil, Guiana Francesa LC
L. shawi Brasil LC
L. peruviana Pert, Bolivia LC, LMC
§ L. guyanensis Norte da América do Sul, Brasil,
§ Bolivia, Guiana Francesa, Suriname LC, LMC
o 7. .
> L. panamensis América Central e do Sul, Brasil,
2 P Panama, Venezuela, Colombia LC, LMC
L. braziliensis - . . .,
América do Sul, Brasil, Bolivia, Perq, LC, LMC
Venezuela
L. infantum syn.  América Central e do Sul LV
L. chagasi
L. mexicana EUA, Equador, Pert, Venezuela LC, LCD
L infant Bacia Mediterranea, Norte de Africa, LV, LC
Phlebotomus spp - infantum Asia Central, Noroeste da China
L. donovani Africa Central, India, Médio Oriente, LV, PKDL
Oeste da China, Sul da Asia.
o
g L. major Africa Central e do Norte, Médio LC
S Oriente, Asia Central
o
§ L. tropica Bacia Me(’jitgrréneaj Afega_nistao1 _ LC
Norte de Africa, Médio Oriente, India e
Paquistao
L. aethiopica Africa Central (Etiopia, Quénia) LC, LCD

LC — Leishmaniose Cutanea; LCD — Leishmaniose Cutanea Difusa; LMC -
Leishmaniose Mucocutanea; LV — Leishmaniose Visceral; PKDL — Leishmaniose

dérmica pos Kala-azar.
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Leishmaniose em Portugal

Em Portugal o primeiro caso autoctone de LV foi descrito por Alvares (1910),
referindo-se a uma menina de 9 anos de idade (Campino et al., 2006). Um ano depois, 0
mesmo autor relatou a ocorréncia de leishmaniose canina em Lisboa. A partir da década
de 50, com 0 aumento acentuado da incidéncia de LV por todo o pais, a doencga passou a
ser de declaracdo obrigatoria. A LC e conhecida desde 1943, quando foi descrita na
Regido do Alto Douro (Campino et al., 2006). Esta forma da doenca é pouco frequente
em Portugal, encontrando-se predominantemente em individuos imunocompetentes
(Campino e Abranches, 2002).

A partir de 1980, Abranches e col., realizam diversos inquéritos epidemioldgicos,
que permitiram identificar trés focos principais: Tras-os-Montes e Alto Douro, regido de
Lisboa e regido do Algarve (Campino et al., 2006; Branco et al., 2013). Estudos
posteriores realizados por Cortes et al. (2012) permitiram identificar novas areas
endémicas relevantes na leishmaniose canina: Beja, Castelo Branco e Portalegre e
registando maior prevaléncia nos distritos do interior de Portugal em comparagdo com o
litoral e, ao longo dos anos observa-se um aumento na prevaléncia de casos de Lcan
(Cortes et al., 2007, 2012). Estes resultados confirmam a importancia do papel dos cées

na transmissao da doenca, principalmente na regido metropolitana de Lisboa.

A forma predominante da doenca é a visceral causada por varios zimodemes de
L. infantum, sendo o zimodeme MON-1 o mais prevalente e o principal reservatorio o
cdo. A transmissdo ocorre atraves da picada de insetos flebotomineos infetados com o
parasita, sendo Phlebotomus ariasi e Phlebotomus perniciosus as espécies vetoras em
Portugal (Campino et al., 2005; Campino e Maia, 2010).

Nas Ultimas décadas verificou-se uma mudanga na epidemiologia da LV no pais,
passando de uma doenca predominantemente infantil a infecdo em adultos,
principalmente associada a casos de VIH (Campino e Maia, 2010). Entre os anos de 1999
e 2014 foram diagnosticados no Laboratério de Leishmanioses - IHMT, 199 casos de
leishmaniose visceral, 122 em individuos adultos imunodeprimidos e 27 casos de

leishmaniose cuténea (Maia e Campino, 2014).
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1.1.3. Formas clinicas

As principais formas clinicas da leishmaniose sdo: visceral, cutanea (simples ou
difusa) e mucocutanea (WHO, 2017b). As formas cutaneas e mucocutaneas podem causar

lesGes desfigurantes na pele e mucosas e a forma visceral pode ser fatal se nao for tratada.

Leishmaniose cuténea (LC)

E a forma mais comum da doenca (Aronson et al., 2016), representando 50 a 75%
dos novos casos registados. Caracteriza-se pela presenca de lesdes cutaneas localizadas -
leishmaniose cutanea localizada (LCL) ou difusas - leishmaniose cutanea difusa (LCD),
com Ulceras nas partes expostas do corpo, como o rosto, 0s bragos e as pernas (Maurer et
al. 2009, Davidson, 2017).

As lesbes podem desenvolver-se num periodo de algumas semanas ou meses apos
a picada do fleb6tomo e na maioria dos casos tém cura espontanea, embora a gravidade
da doenca e evolucdo para a cura possam variar, dependendo da espécie do parasita
infetante e do estado imunoldgico do individuo infetado, deixando cicatrizes permanentes
(Farah et al., 1975; David e Craft, 2009; Okwor e Uzonna, 2016).

Cerca de 90% dos casos de LC ocorrem na Siria, Sul da Arabia, Irdo, Afeganistéo,
Argélia, Brasil e Per( (Figura 2). No Novo Mundo a LC é causada por L. mexicana, L.
guyanensis e L. braziliensis. No Velho Mundo as principais espécies responsaveis pela
LC séo L. major, L. aethiopica e L. tropica, (Grevelink e Lerner, 1996; Mansueto et al.,
2007; Ready, 2014). Embora menos frequente, L. infantum também é responsavel por LC

na Bacia Mediterranica e em paises da ex-Unido Soviética (Campino et al., 2005, 2006).
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Figura 2: Aspetos epidemioldgicos da LC no mundo (OMS, 2015)

Fonte:http://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status of endemicity of CL worldwi
de 2015 with imported cases.pdf?ua=1 —em 09-01-2018

Leishmaniose mucocutanea (LMC)

Esta forma clinica da leishmaniose ocorre meses ou anos ap6s a cura de
leishmaniose cutnea priméria, devido & disseminacdo linfatica ou hematogénica de
amastigotas da pele para a mucosa nasal, orofaringe, palatos, labios, lingua, laringe e,
excecionalmente, traqueia e trato respiratorio superior, provocando lesdes que podem
levar a destruicdo parcial ou total das mucosas e tecidos circundantes (Figura 4) (Soares-
Bezerra et al., 2004; WHO, 2010).

Na América Central e do Sul, onde esta forma da doenca é prevalente, o principal
agente etioldgico associado é a L. (V.) braziliensis. No entanto, L. (V.) panamensis, L.
(V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis também foram associadas a casos de LMC (Guerra
etal., 2011).
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Leishmaniose visceral (LV)

A LV, também conhecida na Asia por “febre negra” ou kala-azar, pode ser fatal
se ndo for tratada, sendo considerada a forma mais grave da doenca. Embora a doenca
seja endémica em mais de 60 paises, com 200 milhdes de pessoas em risco, 90% dos
500 000 novos casos que ocorrem anualmente acontecem em cinco paises: India,
Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil, (Alvar et al. 2012). Os agentes etiol6gicos
responsaveis por esta forma da doenca sdo: L. donovani, encontrada geograficamente na
india, Asia e Africa, de transmissdo antropondtica; L. infantum presente na China, Asia
Central, Africa Oriental, Sul da Europa, paises da Bacia Mediterranea e América do Sul
(WHO, 2010). Embora raros, foram descritos casos de LV causados por L. tropica no
Ird0, Quénia, India, Marrocos (Neves et al., 1997; Alborzi, et al., 2006; Maurer et al.,
2009; Saporito et al., 2013).

e |
"isv
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LV reportados, 2015
> 1000
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Figura 3: Aspetos epidemioldgicos da LV no mundo.

(Fonte:http://www.who.int/leishmaniasis/burden/Status of endemicity of VL worldw
ide 2015 with imported cases.pdf?ua=1 —em 09-01-2018)
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A LV afeta o figado e o baco, causando hepatoesplenomegalia (Figura 4), com
episodios irregulares de febre e perda de peso. Devido ao envolvimento do sistema
hematopoiético na medula Gssea, 0s pacientes apresentam anemia Ssevera, com
leucopenia, trombocitopenia e hipergamaglobulinemia (Oren et al., 1991; Ready, 2014).
A LV também pode aparecer como recidiva (até 12 meses ap0s a cura clinica) ou
reativacdo tardia da infecéo subclinica ou tratada previamente.

Figura 4: ManifestacGes clinicas das leishmanioses. A - lesdo caracteristica em LC, B -
LMC desfigurante e C - LV com evidéncias de hepatoesplenomegalia. (Fonte:

http://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical forms leishmaniases/en/).

Co-infecéo por Leishmania e VIH

A infecdo concomitante por Leishmania e VIH tem importantes implicagdes

clinicas e epidemiologicas.

O VIH aumenta a suscetibilidade para o desenvolvimento da patologia visceral.
Até 2013, foram reportados casos de co-infecdo em 35 paises endémicos, sendo a maioria
registada no sudoeste da Europa (Boelaert e Sundar, 2014). A introducdo da terapia anti-
retroviral (HAART) em 1997 permitiu reduzir o nimero de casos de leishmaniose em
doentes com VIH/SIDA (Campino e Maia, 2010; Boelaert e Sundar, 2014; Monge-Maillo
et al., 2014). O risco de contrair infecdo concomitante por LV e VIH é maior em
individuos usuarios de drogas intravenosas, devido a partilha de agulhas e seringas
(Desjeux e Alvar, 2003).


http://www.who.int/leishmaniasis/disease/clinical_forms_leishmaniases/en/
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Em geral, as manifestagdes clinicas da leishmaniose visceral em pacientes
imunocomprometidos sdo semelhantes as observadas em pacientes imunocompetentes,
mas 0 envolvimento gastrointestinal, a diarreia, € mais frequentemente relatado. As
diferencas mais significativas sdo a resposta reduzida ao tratamento, o aumento da
toxicidade dos medicamentos, taxas mais altas de casos de recidivas quando comparadas
a pacientes com LV negativos para VIH (Monge-Maillo et al., 2014).

1.2. O parasita Leishmania

O parasita Leishmania (Ross, 1903), pertencente a ordem Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, é um organismo unicelular caracterizado pela presenca de um flagelo
e de um organelo rico em DNA, o cinetoplasto, representando uma mitocondria

modificada, e reproduz-se por fissdo binaria (Gramiccia, 2011).

Séo digenéticos, apresentam duas formas durante o seu ciclo de vida, que se
diferenciam tanto em relacdo a sua morfologia quanto a sua motilidade e caracteristicas
biol6gicas. As formas promastigotas sdo alongadas, com flagelo livre emergindo da
porcdo anterior do parasita e com grande mobilidade encontrada no trato digestivo dos
hospedeiros invertebrados - flebotomineos. A morfologia do promastigota varia de
acordo com o estadio de crescimento dentro do trato digestivo do flebotomineo, cujo
tamanho varia entre 15 e 30um (Boelaert e Sundar, 2014). O cinetoplasto, regido
especializada da Unica mitocondria encontrada nesses parasitas, possui a forma de
bastonete, localiza-se na por¢do mediana, entre a extremidade anterior e o nicleo. Contém
grande quantidade de DNA, o DNA cinetoplastideal (KkDNA), organizado em estruturas
circulares, com um formato de anéis entrelacados composto por maxicirculos e
minicirculos (Simpson, 1987; Chen et al., 1995). O nucleo situa-se na regido mediana do
corpo. O flagelo apresenta medidas iguais ou superiores ao maior diametro do corpo
(Figura 5), fornece um meio de motilidade e ligag&o dentro do intestino do flebotomineo,

funcdes criticas para transmissao atraves do inseto vetor (Cuvillier et al., 2003).

As formas amastigotas sdo ovoéides, imdveis e sem flagelo, medem cerca de 2,1 e
3,2 um (Figura 5) e obrigatoriamente parasitam as células do sistema mononuclear

fagocitico dos hospedeiros vertebrados (Neves et al., 1997). A membrana apresenta uma
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Invaginagao na regido anterior do corpo, formando a bolsa flagelar, onde se localiza o
flagelo.

Figura 5: Organizacdo estrutural das formas amastigota (A) e promastigota (B): B —
blefaroplastos; F — flagelo; G — aparelho de Golgi; K — cinetoplasto; N — nucleo; M —
mitocdndrias; RE — reticulo endoplasmatico; Rs — bolsa flagelar; L — inclusdes lipidicas.
Adaptado de Rey, 2010.

1.2.1. Ciclo de vida

As leishmanioses resultam da transmissao das formas infetantes da Leishmania —
promastigotas metaciclicas - presentes no proboscide do fleb6tomo, aos hospedeiros

mamiferos, quando a fémea efetua a sua refeicdo sanguinea.

Na epiderme do hospedeiro, estas formas sdo fagocitadas por células do sistema
mononuclear fagocitario, transformando-se em amastigotas e multiplicando-se por fissao
binaria até romperem a célula hospedeira (Figura 6), sendo fagocitadas por novas celulas

do sistema mononuclear fagocitico.

A infecdo dos flebotomineos ocorre novamente quando, no momento da refeigédo
sanguinea. Os amastigotas, no sistema digestivo do inseto, agrupam-se para formar

agregados, protegidos por uma estrutura chamada matriz peritréfica que envolve a
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refeicdo sanguinea e a protege das enzimas digestivas e se diferenciam em promastigotas
prociclicas apds 24 a 28 horas. Posteriormente, a por¢do anterior da matriz peritrofica
degrada-se e os promastigotas sdo libertos no epitélio do intestino médio do inseto,
reproduzindo-se por processos sucessivos de fissdo binaria. Seguidamente migram para
a valvula estomodeal do inseto e por um processo de diferenciacdo chamado de
metaciclogénese comegcam transformar-se em formas de promastigotas metaciclicas, as

formas infetantes para os mamiferos, reiniciando-se o ciclo (Boelaert e Sundar, 2014)

Ciclo de vida da Leishmania

Vetor flebotomineo Hospedeiro mamifero

}:%;@
;"33' LA .
o == N &
A\ = Estadio infecioso Mg}%}g

A= Fase de diagnéstico SAFERHEALTHIER + PEOPLE

Figura 6: Ciclo bioldgico da Leishmania: 1 - O inseto vetor fémea infetado inocula as
formas promastigotas do parasita na epiderme do hospedeiro durante o repasto sanguineo;
2 - Estas formas sdo fagocitadas pelas células do sistema mononuclear fagocitario; 3 — 0s
promastigotas transformam-se em formas amastigotas entre 12-24h e comegcam a
multiplicar-se por fissdo binaria; 4 - rompimento dos macrofagos e infecdo de novas
células; 5 e 6 - contaminacdo do vetor com as formas amastigotas durante a refeigédo

sanguinea; 7 e 8 - no sistema digestivo do vetor, ocorre a diferenciacdo dos amastigotas
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em promastigotas transformando-os nas formas promastigotas metaciclicas, que migram
para a proboscide do inseto. (Adaptado de:

https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html acesso a 20-03-2018).

Ocasionalmente, os flebotomineos nao estdo envolvidos na transmissdo. A LV pode ser
iniciada diretamente por amastigotas inoculadas na via sanguinea, através de agulhas
compartilhadas, transfusdo, disseminacdo transplacentaria ou por transplante de 6rgéos
(Morillas-Marquez et al., 2002).

1.2.2. Hospedeiros

Vetor — Hospedeiro invertebrado

A transmissao da leishmaniose é mediada por um vetor flebotomineo hemato6fago,
pequeno inseto diptero que mede cerca de 1,5 a 3 mm de comprimento (Figura 7),
pertencente a ordem Diptera, familia Psychodidae, sendo que os de importancia médica
e/ou veterinaria estdo agrupados na subfamilia Phlebotominae (Neves et al., 1997;
Dantas-Torres et al., 2012). Ambos os sexos dos flebotomineos necessitam de hidratos
de carbono que sugam das plantas, mas apenas as fémeas necessitam de sangue para o

desenvolvimento dos ovos (revisto em Alexander, 2000)

Foram descritas cerca de 800 espécies de flebotomineos e estdo agrupados em dois
géneros de acordo com a sua morfologia e a sua distribuicdo geogréafica: Phlebotomus
(Velho Mundo - aproximadamente 375 espécies) e Lutzomya (Novo Mundo -
aproximadamente 464 espécies). Encontram-se descritas cerca de 80 espécies ou
subespécies de dipteros flebotomineos como vetores de Leishmania (Alexander e Maroli,
2003; Killick-Kendrick, 2002; Lessa et al., 2007; David e Craft, 2009).
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Figura 7: Fémea de Phlebotomus papatasi. Fonte:
http://www.raywilsonbirdphotography.co.uk/Galleries/Invertebrates/vectors/sand fly.ht

ml

Reservatdrio — Hospedeiro vertebrado

Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos. As
infegdes mais comuns sdo maioritariamente zoonoses, tendo como hospedeiros principais

canideos, homem, roedores, tatus e marsupiais (Lainson, 2010).

O risco de adquirir infecdo € determinado pelo comportamento local dos
flebotomineos e pela presenca de um animal infetado ou de um reservatério humano
(Costa et al., 2000).

O tipo de hospedeiro vertebrado presente no ciclo bioldgico da Leishmania,
permite caracterizar o perfil epidemioldgico, que pode ser de caracter zoon6tico,
antropozoondtico ou antropono6tico. Em ciclos de transmissao zoono6tica, 0s animais sdo
0s reservatérios que mantém e disseminam o parasita Leishmania. Em formas
antroponoticas, 0s seres humanos sao considerados a Unica fonte de infegcdo para o vetor
flebotomineo. A forma antropozoondtica resulta da transmissdo do parasita do animal
para o vetor e deste para 0 homem, neste caso considerado hospedeiro ocasional e 0s
animais sdo os reservatorios da doenca. Diversos estudos indicam que o cdo domestico
infetado é o principal reservatério de L. infantum nos paises onde a LCan é endémica,
desempenhando um papel fundamental na transmisséo do parasita para os seres humanos
(Desjeux, 2001; Campino e Maia, 2010; Maia et al., 2010; Dantas-Torres et al., 2012;
Lopez-Céspedes et al., 2012).
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1.3. Interacéo parasita-hospedeiro

Os macréfagos sdo as células hospedeiras por exceléncia para a Leishmania.
Durante o ciclo biolégico ocorrem interagdes entre o parasita e 0 sistema imunitario do
hospedeiro mamifero que podem levar ao estabelecimento da infecdo e determinar o curso

da doenca.

Os protozoéarios do género Leishmania desenvolveram formas sofisticadas e
complexas que lhes permitem escapar a resposta imune inata, levando a infecdo e
propagacdo nos macréfagos do hospedeiro mamifero, desencadeando, por parte deste,
uma resposta inflamatéria essencial para o controle dos parasitas (Isnard et al., 2012;
Atayde et al., 2016).

A alteracdo da sinalizacéo e das fun¢des dos macrofagos ocorre em varios niveis,
desde o bloqueio das vias de sinalizacdo, até a degradacdo de moléculas-chave de
sinalizagdo (ex. quinases). Essas modulagdes de sinalizagdo permitem a inibicdo ou
interferéncia de muitas funcbes-chave dos macréfagos, como producdo de 6xido nitrico
(ON), espécies reativas de oxigénio (ROS), producéo efetiva de citocinas, e apresentacao
de antigenos favorecendo o estabelecimento e proliferacdo da Leishmania nos

fagolisossomas (Séguin e Descoteaux, 2016).

Destaca-se o papel das glicoproteinas de superficie implicadas na ligacdo e
captacdo de promastigotas pelas células hospedeiras, além da inibicdo dos processos
proteoliticos de macrofagos: a protease de superficie de GP63 e o lipofosfoglicano (LPG).
A GP63 também designada de leishmanolisina ou principal protease de superficie (MSP)
da Leishmania, é uma metaloprotease de zinco, abundantemente expressa na superficie
de promastigotas em todas as espécies de Leishmania, e participa na adesdo, penetracédo
e sobrevivéncia do parasita nos macrofagos dos hospedeiros em L. infatum e L.
amazonensis (Gonzalez-Aseguinolaza et al., 1997; Zambrano-Villa et al., 2002; Thiakaki
et al., 2006; Mauricio et al., 2007; Atayde et al., 2016). LPG promove a sobrevivéncia
intracelular de promastigotas de L. donovani inibindo a fusdo do fagossoma contendo o

parasita com os lisossomas nos macrofagos (Atayde et al., 2016).
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Uma melhor compreensdo dessa complexa relagdo parasitaria também exigira
levar em consideracdo fatores genéticos do hospedeiro, bem como a diversidade de

espeécies e estirpes de Leishmania (Séguin e Descoteaux, 2016).

1.4. Diagnostico laboratorial

De modo geral o diagnostico da doenca comecga com o exame clinico dos sintomas
e histdrico fornecidos pelo paciente. Para o diagnostico das leishmanioses utilizam-se
métodos parasitoldgicos, serolégicos e moleculares, que variam em termos de

sensibilidades e especificidades.

Diagnéstico parasitologico

O exame parasitologico é considerado o teste de exceléncia para o diagnostico da
doenca devido a sua alta especificidade (Herwaldt, 1999; Da Silva et al., 2005). Requer
a observagdo microscopica direta das formas amastigotas do parasita em bidpsias de pele,
aspirados de linfénodo, medula dssea, baco ou figado (estes ultimos mais raramente),
corados por Giemsa (Laurenti, 2009; Campino e Maia, 2010). No entanto, a observacédo

microscopica impossibilita a determinacgdo da espécie (Rodriguez et al., 1994).

Para o diagnostico de LV a sensibilidade varia de acordo com o tipo de amostra
analisada. O cultivo de parasitas em meios de cultura axénicos apresenta sensibilidade
superior a 90% (Herwaldt, 1999; Da Silva et al., 2005). As culturas sdo mantidas entre
22 e 28°C e examinadas semanalmente durante 4 semanas para a verificacdo de
promastigotas, quando positivas as culturas sdo mantidas por passagem semanal para
meio fresco. O meio de cultura standard para Leishmania é o meio bifasico NNN (Novy-
McNeal Nicolle).
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Diagnostico seroldgico

Os testes seroldgicos baseiam na detecdo da resposta imune humoral especifica
desenvolvida durante a LV, os quais utilizam diferentes antigénios para a detecdo de
anticorpos anti-Leishmania e em geral apresentam excelentes niveis de sensibilidade e
especificidade. Diversos testes seroldgicos podem ser utilizados para detecdo de
anticorpos circulantes, tais como o teste de aglutinacéo direta (DAT), imunofluorescéncia
indireta (IFI), “Enzime linked immunosorbent assay” (ELISA), testes rapidos

imunocromatrograficos como o rK39 (Kumar et al., 2001).

O DAT é um dos testes mais simples e menos oneroso usado no diagnostico da
leishmaniose, sendo ideal para uso em campo e em laboratério, com sensibilidade de 91
a 100% e especificidade de 72 a 100%. Dispensa a utilizacdo de equipamentos
sofisticados e os seus procedimentos sdo simples (Garcez et al., 1996; Bezuneh et al.,
2014). No entanto ndo tem valor progndstico, pois ndo é capaz de diferenciar infecbes
recentes das infecGes passadas, necessita de tempo de incubacéo relativamente longo de

18h e a necessidade de diluigdes seriadas do soro (Singh e Sivakumar, 2003).

Dependendo do antigénio empregado a sensibilidade da IFI pode variar entre 90%
e 100% e a especificidade, entre 80% a 100%. A especificidade desta técnica, assim como
de outras provas seroldgicas, é prejudicada pela ocorréncia de reagbes cruzadas com
doencas, principalmente aquelas causadas por Tripanossomatideos (Alves et al., 2012).

O ELISA é um teste imunoenzimatico utilizado na dete¢éo de anticorpos (método
indireto) e antigenos (método direto), seu resultado € expresso quantitativamente, através
da leitura de densidade Otica das amostras testadas. A sensibilidade e especificidade do
ELISA dependem do antigénio utilizado (Srivastava et al., 2011). Apresenta uma
sensibilidade que varia entre 98,8% e 100% e uma especificidade entre 96,5% a 100%
(Gomes et al., 2009).

Testes imunocromatogréaficos sdo baseados na ligacdo de anticorpos especificos a
antigénios que, apos interacdo, migram por uma superficie, possibilitando a visualizagdo
dos resultados. E exemplo o teste rapido rk39 baseado na proteina recombinante rk39,
derivada de uma proteina semelhante a cinesina e tem sido usada nas ultimas duas décadas

para o diagnoéstico seroldgico da LV com boas sensibilidades (Kumar et al., 2001; Maia

17



Capitulo | — Introducdo

et al., 2012). No formato micro ELISA, este teste mostrou uma alta sensibilidade e
especificidade (Srivastava et al., 2011; Maia et al., 2012; Reiter-Owona et al., 2016).

A detecéo de antigénio € mais especifico do que os testes baseados em anticorpos,
pois o0s niveis de antigénios podem ser relacionados a carga parasitaria de um individuo
com LV bem como ndo se verifica reacdes cruzadas e 0s mesmos distinguem infec¢oes
presentes de infecdes passadas (Chappuis et al., 2007). Este método de diagnostico pode
ser uma alternativa a detecdo de anticorpos, particularmente na coinfec¢do VIH/LV, onde

a resposta de anticorpos é muito fraca.

Diagnostico molecular

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é usada para amplificar o DNA do
parasita. Os alvos moleculares podem ser nucleares ou cinetoplastideais. Apresenta uma
elevada sensibilidade e especificidade dependendo do alvo molecular selecionado e do
namero de cdpias deste, permitindo a detecdo de Leishmania em amostras com cargas
para muito baixas (Salotra et al., 2001; Fraga et al., 2010). Outras vantagens em relacdo
ao diagnostico parasitolégico é ndo haver necessidade da esterilidade da amostra e a
obtencdo do resultado é menos morosa. Dependendo das sequencias iniciadoras utilizadas
é possivel efetuar a identificacdo das espécies de Leishmania (Guerra et al., 2011). A
determinacdo da espécie é importante pois o tratamento e o progndstico varia consoante

a forma clinica e espécie envolvida (Srivastava et al., 2011; Torpiano e Pace, 2015).

1.5. Farmacos usados no tratamento das leishmanioses

O tratamento das leishmanioses baseia-se principalmente em quatro farmacos: os
antimoniais pentavalentes (Glucantime® e Pentostam®), a pentamidina (Pentam-300®), a
anfotericina B (AmBisome®) e a miltefosina (Milteforan®). Além destes, outros farmacos

sdo utilizados, por exemplo Paromomicina e Alopurinol
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Antimoniais pentavalentes (SbV)

Os antimoniais pentavalentes (SbY), em uso ha mais de 70 anos, sio os
medicamentos de primeira linha para o tratamento de todas as formas de leishmaniose,
principalmente por raz6es econdmicas (Rath et al., 2003; Miranda, 2017; Ponte-Sucre et
al., 2017). Estdo disponiveis no mercado em duas formulagdes: stibogluconato de sddio

(Pentostam®) e antimoniato de meglumina (Glucantime®).

O mecanismo de acdo destes farmacos envolve reducdo do Sb*® para o estado
trivalente (Sb*®) mediada pelas células do hospedeiro, gerando espécies reativas de
oxigeénio, de toxicidade elevada para o parasita, promovendo a fragmentacdo do DNA, a
inibicdo de processos metabolicos e a diminuicdo da capacidade do parasita para degradar
compostos toxicos (Singh et al., 2012). As primeiras indicacfes de falhas terapéuticas
associadas a selecdo para resisténcias contra antimoniais pentavalentes em linhagens de
Leishmania foram relatadas em 1997, na provincia de Bihar, no norte da india (Lira et
al., 1999).

Anfotericina B

A anfotericina B (AmB) é um antiflngico isolado da bactéria Streptomyces
nodosus (Yardley e Croft, 2000; Bern et al., 2006). O seu mecanismo de acdo seletivo
baseia-se na sua afinidade para o ergosterol, um esterol presente na membrana de
Leishmania. A anfotericina B interfere na biossintese de ergosterol, aumentando a
permeabilidade da membrana celular e promovendo a morte, tanto em promastigotas

como em amastigotas (Ouellette et al., 2004).

A AmB, normalmente considerada um farmaco de segunda linha, tem sido
utilizada como farmaco de primeira linha de tratamento de leishmanioses no Bihar (india)
apos a perda da eficacia dos antimoniais devido a desenvolvimento de resisténcias.
Durante a década de 1980 foram desenvolvidas varias formulagdes lipidicas de AmB para
tratamento de micoses sistémicas em pacientes imunocomprometidos, que demostraram
também eficacia no tratamento da LV, de entre as quais a formulagdo lipossémica
AmBisome®, que veio a ser assumida como tratamento padrdo, com eficacia superior a

95%, sendo consideravelmente menos toxica que a AmB convencional. Todavia, 0
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elevado custo limita a sua utilizagao (Yardley e Croft, 2000; Singh et al., 2012; Wijnant
et al., 2018). Apesar de a AmB estar em uso desde a década de 60, a perda de eficacia por

resisténcia é ainda baixa ( Ponte-Sucre et al., 2017).

Atualmente a AmB lipossomica é considerada a primeira escolha para o
tratamento da LV na Europa (WHO, 2017a).

Pentamidina

A pentamidina é uma poliamina utilizada em casos de leishmanioses que nédo
respondem aos antimoniais ou no tratamento de doentes com LV que sejam hipersensiveis
ao antiménio. A elevada toxicidade deste farmaco é um fator limitante para o seu uso:
casos de hipoglicemia, hipotensdo, alteracbes cardioldgicas, nefrotoxicidade e, até
mesmo, morte repentina, foram descritas como estando associadas a terapéuticas de

leishmanioses baseadas em pentamidina (Berman, 1988; Piscopo et al., 2007).

A pentamidina interfere na sintese de DNA, modificando a morfologia do
cinetoplasto, e promove a fragmentacdo da membrana mitocondrial do parasita (Wilson
et al., 2008). Casos de resisténcia a pentamidina tambem tém sido relatados (Bray et al.,
2003).

Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), um farmaco antineoplasico, foi o primeiro
medicamento oral aprovado para uso no tratamento da LV (Olliaro et al., 2005). E
potencialmente teratogénica, ndo devendo ser utilizada por mulheres gravidas ou com

potencial para engravidar (Davidson, 2017).

Tem uma meia-vida de eliminagédo de aproximadamente 152 horas, 0 que garante
niveis sub-terapéuticos remanescentes por algumas semanas ap0s um tratamento,
podendo potenciar o desenvolvimento de resisténcias nas regides onde € extensivamente
usada (Sundar e Olliaro, 2007; Singh et al., 2012; Ponte-Sucre et al., 2017). Embora se
conhegam poucos isolados clinicos resistentes & miltefosina, ensaios “in vitro”

demostraram a existéncia de promastigotas resistentes (Ponte-Sucre et al., 2017).
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Paromomicina

A paromomicina (aminosidina) é um antibiotico da classe dos aminoglicosideos.
Este farmaco € barato e revelou-se eficaz no tratamento da LV, apresentando contudo
pouca eficacia contra LC ou LMC (Davidson, 2017). As observacdes de toxicidade renal
sdo raras, contudo alguns pacientes podem desenvolver hepatotoxicidade, que se revela
pela elevacdo das concentragdes de enzimas hepaticas. Esta disponivel uma formulacao

topica de paromomicina para o tratamento de LC (WHO, 2010).

Alopurinol

O alopurinol é um anélogo da purina e um farmaco anti-oxidante, usado no
tratamento de varias doencas, algumas resultantes de infecdes por protozoarios (Simsek
et al., 2018). E o principal farmaco recomendado pela Organizacdo Mundial da Satde
para o tratamento prolongado da leishmaniose canina, em regime de monoterapia ou em
associacdo com outros farmacos (Yasur-Landau et al., 2016, 2017). Evidencia baixa
toxicidade, porém ha registos de diversos casos em que o alopurinol ndo revelou eficacia

no controlo da infe¢éo por Leishmania (Yasur-Landau et al., 2016).

1.6. Desenvolvimento de novos farmacos para tratamento das leishmanioses

Derivados de artemisinina

A artemisinina (ART) € uma lactona sesquiterpénica pertencente a classe
farmacoldgica dos endoperoxidos, isolada da planta Artemisia annua, na China, nos anos
70 do seculo XX, por Youyou Tu, (Su e Miller, 2015) e estudos de relacéo estrutura-
atividade realizados posteriormente demonstraram que o farmacoforo é a ponte
peroxidica, essencial para a atividade antiparasitica deste farmaco. (Kumar et al., 2009;
Ho et al., 2014). A artemisinina tem sido extensivamente utilizada no tratamento da
maléria desde o final do seculo XX. A fim de melhorar as propriedades farmacologicas
da ART, foram preparados varios derivados semi-sintéticos, entre 0s quais a

dihidroartemisinina (DHA) (metabolito ativo em todos os derivados da artemisinina), o
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arteméter, a artemisona e o artesunato, todos eles contendo um grupo peroxido, essencial

para a atividade farmacol6gica (Balint, 2001).
Endoperoxidos sintéticos

A elevada eficacia da artemisinina suscitou a sintese e desenvolvimento de novos
peréxidos. Um exemplo sdo os trioxolanos, também conhecidos como ozonideos
secundarios, e 0s tetraoxanos. Estas classes quimicas originaram moléculas bastante
promissoras, algumas das quais alcancaram a fase de testes clinicos para tratamento da
malaria (Kumar et al., 2009; Ho et al., 2014). As vantagens destes compostos sintéticos
sobre a artemisinina e seus derivados sdo maior disponibilidade, menor custo, maior
estabilidade metabdlica do farmact6foro e menor toxicidade (Vennerstrom et al., 2004;
Opsenica e Solaja, 2009). Varios estudos tém mostrado que os compostos derivados da
artemisina sdo ativos contra parasitas como Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma e
Toxoplasma gondii (Cortes et al., 2015; Lobo et al., 2016, 2018; Loo et al., 2017).
Trabalhos preliminares sobre a suscetibilidade de L. donovani a derivados de
artemisinina, realizados por Chollet et al. (2008) mostraram que um dos compostos (BB
201) amino derivativo revelou atividade contra os promastigotas com CI50 de 1uM, mas
sem atividade nos amastigotas intramacrofagicos. Mais recentemente, Cortes et al.
(2015) mostraram que a dihidroartemisinina (DHA), o artesunato (ART) e dois
trioxolanos, LC50 e LC95, inibem a proliferagdo de Leishmania spp in vitro, tendo os
peroxidos sintéticos apresentado os melhores perfis de seguranca, com atividade em

concentragdes micromolares baixas.

1.7. Estudos “in vitro”

Leishmania tem um ciclo de vida complexo, em que a forma clinica relevante -
amastigota - se encontra no interior dos macrofagos do hospedeiro mamifero e ai se
multiplica, aumentando o desafio de acesso dos farmacos aos alvos parasitarios. Devido
a inexisténcia de vacinas eficazes para a leishmaniose humana (Miranda, 2017), a
quimioterapia continua a ser o melhor meio disponivel para tratar a doenga, apesar de

limitada, onerosa e dos efeitos colaterais que pode causar (Das et al., 2013).
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Nas ultimas décadas tem-se observado, através de ensaios in vitro e in vivo, uma
busca crescente de novas opcOes terapéuticas contra a leishmaniose que sejam de fécil
administracdo (preferencialmente por via oral), seletivas e com elevado indice
terapéutico, sendo ainda capazes de ativar adequadamente o sistema imune do hospedeiro

infetado.

Um dos importantes passos do processo de descoberta de farmacos é pesquisar e
selecionar o alvo terapéutico. A exploracdo das diferencas metabolicas e bioquimicas
entre o parasita e a célula do hospedeiro mamifero, bem como o conhecimento da biologia
e do genoma de Leishmania, constituem importantes ferramentas na identificacdo dos
alvos para o desenvolvimento de potenciais novos farmacos contra a leishmaniose (Das
etal., 2013).

Os amastigotas intracelulares de Leishmania sdo as formas relevantes na infecéo
do hospedeiro vertebrado. Este é considerado o modelo de referéncia para o rastreio in
vitro de compostos (Cos et al., 2006). Embora métodos de alta produtividade, como o uso
de genes repdrteres e citometria de fluxo (Kamau et al., 2001; Bolhassani et al., 2011)
estejam disponiveis para a triagem de farmacos anti-Leishmania, a contagem por
microscopia usando coloracdo de Giemsa continua a ser 0 método mais comum para
avaliacdo do efeito dos produtos quimicos no modelo de amastigotas intracelulares. Estes
simulam o ambiente encontrado in vivo e fornecem informagfes essenciais acerca da
suscetibilidade ao farmaco, uma vez que incluem os efeitos mediados pelas células
hospedeiras (Maia et al., 2007; Sereno et al., 2007; Vermeersch et al., 2009). A utilizacdo
de linhas celulares € uma alternativa ao uso dos macréfagos peritoniais de ratinhos (Maia
et al., 2007).

Apesar de sua importancia, este método é muito demorado e, por isso, muitos
ensaios in vitro usam métodos colorimétricos (por exemplo, Alamar blue, MTT, XTT)
para testar um grande numero de amostras envolvidas na triagem de compostos para
avaliar a suscetibilidade de promastigotas de Leishmania (extracelulares) e amastigotas
axénicos em cultura (Cos et al., 2006; Cortes et al., 2015). As formas promastigotas sdo
facilmente cultivaveis em meios de cultura com pH neutro a 25-27°C e, portanto, as mais

utilizadas.
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No entanto, os resultados dos testes do sistema in vitro precisam de ser avaliados
em modelos animais, no sentido de se avaliar, entre outros, a tolerancia e eficacia dos

compostos (Gupta e Nishi, 2011).

A atividade do farmaco pode ser analisada através da avaliagdo da viabilidade da
populacédo celular utilizando os métodos colorimétricos (MTT, XTT, MTS ou WST-1),
determinacédo da atividade da ornitina descarboxilase (alteracbes de pH), utilizacdo de

nucleotidos radioativos (Sereno et al., 2007; Gupta e Nishi, 2011).

O método colorimétrico de MTT [brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-
difenil tetrazélio], inicialmente descrito por Mosmann em 1983, (Itagaki et al., 1998), €
uma alternativa Gtil aos métodos radioisotopicos que permite avaliar a viabilidade celular.
As principais vantagens sdo: sensibilidade e reprodutibilidade, eliminagdo da necessidade
de compostos radioativos, facilidade com a qual pode ser realizada e quantificado e
rapidez (Ferrari et al., 1990). Baseia-se na utilizacdo de um corante, o Brometo de 3-[4,5-
Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio ou Thiazolyl blue (MTT). O MTT é um sal de
tetrazolio soltivel em &gua, o qual é convertido num formazan pdrpura insoltvel apos a
clivagem do anel de tetrazélio por desidrogenases mitocondriais dos parasitas ou células
viaveis.

O substrato de MTT é preparado usualmente numa concentracdo final de 2 -
5mg/mL em PBS, sendo a solucédo adicionada as células em cultura e incubado por 1 a 4
horas. A guantidade de sais de formazan é medida ap0s a sua solubilizacdo com DMSO,
efetuando-se a medicdo da absorvancia a 570 nm, utilizando um espectrofotometro de
leitura de placas. Uma alternativa ao MTT é o XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazolil-5-carboxanilida) em que os sais de formazan séo sollveis em

agua, evitando o passo de solubilizacéo.
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CAPITULO Il - MATERIAIS E METODOS

Todos os estudos abordados nesta tese foram realizados no Instituto de Higiene e
Medicina Tropical (Universidade Nova de Lishboa), no laboratério de Leishmanioses, com
a estreita colaboracédo da Prof.2 Doutora M2 de Lurdes Cristiano da Faculdade de Ciéncias
e Tecnologia - Departamento de Quimica — Universidade do Algarve, quimica
responsavel pela disponibilizacdo dos perdxidos (trioxolanos e tetraoxanos) usados nos
ensaios descritos nesta tese. A sintese dos endoperdxidos disponibilizados para os testes
e dos compostos intermédios necessarios a sua preparacao foi efetuada pelo grupo de
Reatividade Orgéanica e Quimica Medicinal do Centro de Ciéncias do Mar do Algarve,
com o envolvimento das mestres Lilia Isabel Lameirinhas Cabral e Patricia Sofia Menalha
Amado (https://www.ccmar.ualg.pt/en/group/organic-reactivity-and-medicinal-
chemistry).

2.1. Parasitas Leishmania

Nos ensaios utilizaram-se promastigotas de trés espécies de Leishmania: Leishmania
infantum (MHOMY/PT/88/IMT151), Leishmania donovani (MHOM/BD/2006/BD14) e
Leishmania tropica (MHOM/PS/2002/63jnF21). Apo6s descongelamento, os parasitas
foram cultivados em frascos de cultura contendo meio liquido M199 (Sigma),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (FCS, Biochrom), Penicilina/Estreptomicina
(Sigma), 10.000Ul/mL Pen + 10mg/mL Strep e L-glutamina (Sigma), 200mM. As
culturas foram incubadas a 26°C +1°C, procedendo-se a mudanga do meio de cultura a
cada 5-6 dias. Todo o processamento de culturas foi efetuado em ambiente estéril, em

camara de fluxo laminar.

A densidade dos parasitas em suspensao foi determinada pela contagem das formas
promastigotas vidveis em cadmara de Neubauer ou hemocitometro, nas camaras de

contagem inferior e superior, ao microscopio, numa ampliacdo de 400x (Figura 8).
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Para o calculo da concentragdo de parasitas, utilizou-se a seguinte férmula:

i (C1+C2) o 3 i
[Parasitas] = T x fator de dilui¢do x 50 x 10° promastigotas/mL

Local de introducdo da
amostra

Camaras de contagem .

Suporte da lamela

Lamela

0 »m

Figura 8: Representacdo esquematica da camara de Neubauer (Adaptado de: IDRC,

n.d.). 1-5, esquadrias em que foi efetuada a contagem dos promastigotas.

2.2. Manutencdo das culturas celulares

A linha celular aderente macrofégica J774.A1 (ATCC® TIB-67™) ¢ a linha
celular de suspensdo monocitica THP-1 (ATCC® TIB-202™) foram mantidas no
laborat6rio em meios de cultura DMEN e RPMI, respetivamente, suplementados com
10% de FCS, Penicilina/Estreptomicina (Sigma), 10.000Ul/mL Pen + 10mg/mL Strep e
L-glutamina (Sigma), 200mM, em frascos de culturas de células de 25 cm?, a 37°C +1°C

em atmosfera himida, com 5% CO2, com meio renovado e repique de 3 a 4 dias.

Para a quantificacdo celular, pipetou-se 50 pL de cultura celular previamente
homogeneizada para um tubo de plastico com 10 ml da solucdo de dilui¢do “casy toner”,
procedendo-se a determinagdo da concentracdo celular no contador de células CASY
Counter. Ajustou-se a concentracdo da linha celular desejada 5 x 10° células/mL (para a
determinacdo da citotoxicidade) ou 2,5 x 10° células/mL (infecdo macrofagica)
centrifugando a 1200 rpm, durante 10 minutos, a temperatura ambiente. O sedimento foi
posteriormente ressuspendido no meio de cultura, RPMI para a linha THP-1 e DMEM
para a linha J774.Al.
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2.3. Preparacao dos compostos

Os trioxolanos e tetraoxanos testados no decorrer deste trabalho foram
sintetizados no grupo de Reatividade Orgénica e Quimica Medicinal do Centro de
Ciéncias do Mar da Universidade do Algarve, com o envolvimento das mestres Lilia
Isabel Lameirinhas Cabral e Patricia Sofia Menalha Amado, e foram gentilmente cedidos
pela Prof.2 Doutora Maria de Lurdes Cristiano, para que fossem testadas as suas atividades
anti-Leishmania in vitro (Anexo A).

Procedeu-se a solubiliza¢do dos compostos em DMSO para preparacao da solucao
“stock”, tendo em atengdo que na solucdo final a testar a concentracdo de DMSO néo
poderd exceder 1%, devido a toxicidade deste solvente (Cos et al., 2006). Para 0s
diferentes ensaios efetuaram-se diversas diluicdes de cada composto, num maximo de
seis diluicBes seriadas, preparadas nos respetivos meios suplementados (M199 para
promastigotas, RPMI para a linha THP-1 e DMEM para a linha J774.A1) (Anexo B).

Como controlos positivos, foram utilizados trés farmacos de referéncia para o

tratamento da leishmaniose: anfotericina B, miltefosina e pentamidina.

2.4. Avaliacao da citotoxicidade dos compostos

A avaliacdo da citotoxicidade dos compostos selecionados foi feita nas linhas
celulares J774.Al e THP-1.

Efetuou-se a quantificacdo da linha celular J774.A1 e procedeu-se ao ajuste das
concentragdes para 5 x 10° células/mL (descrita no ponto 2.2). Apds homogeneizagéo da
cultura de células, colocou-se 100 pL/pogo da suspensdo celular em placas de 96 pogos
de fundo plano, adicionou-se 100 uL/poco das diferentes concentracfes dos compostos e
incubou-se por 48h.

Apos 48 horas de incubagdo, adicionou-se 20 pL da solugdo de trabalho MTT (5
mg/mL) em cada pogo e voltou-se a incubar a 37°C +1°C com 5% COg, durante 4 horas,
protegido da luz, para determinacdo da viabilidade celular através da atividade
mitocondrial. Em seguida a placa foi centrifugada a 3000 rpm por 30 min e descartou-se

0 sobrenadante (por aspiracdo a vécuo) adicionando-se 150 uL. de DMSO para
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solubilizacéo dos cristais de formazan. As absorvancias foram lidas no espectrofotometro
(TRIAD Multimode Detector, DYNEX Technologies) no comprimento de onda de 595
nm. Os dados obtidos foram tratados usando o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA), o que permite estabelecer uma relacdo dose-resposta
com analise de regressdo nao linear com “slope” variavel e estimar as concentragdes que

inibem 50% das células (CC50).

No caso da THP-1, uma vez que é uma linha celular monocitica, ha a necessidade
de efetuar inicialmente a diferenciacdo destas células em macrdfagos aderentes para 0s
ensaios de citotoxicidade e infecdo com os promastigotas (Daigneault et al., 2010).
Efetuou-se a quantificacdo da linha celular THP-1 e procedeu-se ao ajuste das

concentragdes para 5 x 10° células/mL (descrita no ponto 2.2).

Apos centrifugacédo, o sedimento foi ressuspendido em RPMI com 100 ng/mL de
PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) por forma a induzir a diferenciacdo em

macrofagos com uma incubacéo de 24h a 37°C £1°C sob uma atmosfera de 5% de CO..

Seguidamente incubou-se com as diferentes concentracbes dos compostos,
procedendo como descrito para a J774.Al. Para garantir maior reprodutibilidade
analitica, foram efetuados trés ensaios independentes, com quatro replicados para cada

concentracéo.

2.5. Efeito dos compostos nos promastigotas

Os endoperoxidos foram testados em termos do seu efeito nas formas

promastigotas, em comparacdo com os farmacos controlo e com parasitas ndo tratados.

As culturas de promastigotas de L. donovani, L. infantum e L. tropica em fase
estacionéria de crescimento foram distribuidas em placas de 96 pocos de fundo plano
(VWR) a uma concentracio ajustada para 5 x 10° promastigotas/mL num volume total
necessario para 0 numero de compostos/placas. Cada composto foi adicionado em
concentragdes decrescentes (Anexo B). Colocou-se em volta da placa umatira de parafilm

para controlo da evaporacéo e incubou-se a 25°C +1°C, durante 48 horas.
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ApoGs as 48 horas, a atividade inibitdria dos compostos foi avaliada usando o
método MTT (como descrito em 2.4). A leitura das absorvancias foi efetuada num
espectrofotometro e os dados foram tratados usando o programa GraphPad Prism 5.0
procedendo-se ao calculo das concentracdes inibitdrias para 50% dos parasitas CI50,

como descrito anteriormente.

Para garantir maior reprodutibilidade analitica, foram efetuados trés ensaios

independentes, com quatro replicados para cada concentracéo.

2.6. Efeito dos compostos no sistema macrofago-amastigota

Foi realizado um ensaio de suscetibilidade in vitro em amastigotas intracelulares
de L. donovani e L. infantum, apos a infecdo das células macrofagicas J777.A1 com

promastigotas em fase estacionéria.

Apds a quantificacdo da concentracdo celular, como descrito em 2.2, procedeu-se
ao ajuste das concentracdes para 2,5 x 10° células/mL, centrifugando a 1200 rpm, durante
10 minutos, a temperatura ambiente. O sedimento foi posteriormente ressuspendido em
DMEM suplementado. Ap6s homogeneizacdo da cultura de células, colocou-se 200
uL/poco da suspensdo celular em ldminas de vidro de cultura Lab Tek de 16 pogos
(Nunc), a 37°C +£1°C, sob uma atmosfera de 5% de CO2, durante 3 horas, para possibilitar

a aderéncia das células na lamina.

Terminado o periodo de incubacéo foi entdo efetuada uma lavagem com DMEM
para remover as células ndo aderentes. As células macrofagicas foram infetadas com
promastigotas das duas espécies de Leishmania numa concentragdo de 2,5 x 10° par/mL
(200 pL/pogo), numa razdo de 1:10 (macrofago:parasitas) e mantidas sob as mesmas
condicGes durante 24h. Apos 24h, foram efetuadas duas lavagens com DMEM, as células
foram incubadas com 200 pL/pocgo das diferentes diluigdes dos compostos (Anexo B) e
incubadas por mais 48h nas mesmas condicdes de temperatura e CO». Para controlos
negativos foram usadas culturas ndo tratadas. Quando o periodo de tratamento terminou,

os macréfagos foram cuidadosamente lavados com PBS 1X, as laminas foram secas ao
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ar, fixas com metanol e coradas com Giemsa (1 gota/mL de agua destilada, durante 12

minutos).

As laminas foram observadas ao microscépio 6tico numa ampliacdo de 1000x,
tendo-se determinado as taxas de infecdo para cada espécie de Leishmania (n° de
macrdfagos infetados em cada 100 macrofagos contados aleatoriamente) e a intensidade
de infecdo (n° de parasitas por macréfago em cada 100 macrofagos contados
aleatoriamente). Os macrdfagos foram considerados infetados com pelo menos um

amastigota no seu interior.

Foram efetuados 2 replicados por cada concentracdo. Os valores de CI150 foram
determinados com recurso ao programa GraphPad Prism 5.0, como descrito

anteriormente.

2.7. Determinacdo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) exprime a relacdo entre a citotoxicidade do composto
para células de mamiferos e sua atividade microbicida, refletindo assim a sua eficacia.
Segundo Chiaradia et al. (2007), para que um composto possa ser considerado prototipo
de um novo farmaco o seu indice de seletividade tem de ser maior ou igual a 10. Outros
autores consideram gue um composto deve ter um valor de IS > 20 para ser considerado

ativo contra Leishmania (Nwaka et al., 2011).

Para avaliar a eficacia dos compostos estudados contra as diferentes espécies de

Leishmania, foi calculado IS da seguinte forma:
IS=CC50/CI50

Onde o numerador representa a concentracdo de um composto necessaria para
inibicdo in vitro de 50% de macrdfagos de THP-1 ou J774.A1 e o denominador representa
a concentracdo do mesmo composto necessaria para inibigédo in vitro de 50% de parasitas

de Leishmania (promastigotas ou amastigotas).
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2.8. Integridade do DNA dos promastigotas

O seguinte ensaio pretendeu avaliar se 0os compostos induziram a fragmentacao

do DNA das formas de promastigotas de L. infantum e L. donovani.

As formas promastigotas na fase estacionaria de crescimento (1x107 parasitas/mL)
foram incubadas com o0s compostos mais ativos, nas concentragfes de CI50
correspondentes, bem como com o farmaco de referéncia AmB, na sua concentracdo
CI50, e incubados durante 48h, a 26°C +1°C. Para controlo negativo utilizaram-se

parasitas ndo tratados.

Terminado o periodo de incubacdo, os parasitas foram centrifugados a 3800 rpm
durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e fez-se uma lavagem com 1mL PBS
1X nas mesmas condi¢des. Removeu-se 0 sobrenadante e procedeu-se a extracdo do
DNA.

O sedimento foi ressuspendido em 150uL de tampé&o de extracdo TELT (50mM
TRIS pH8 + 62,5mM EDTA pH9 + 2,5M LiCl + 4% Triton X-100). Adicionou-se
50pg/mL de proteinase K (20 mg/mL) e incubou-se por 5 minutos com leve agitagdo
manual. Adicionou-se 150uL de fenol/cloroférmio, invertendo durante 5 minutos
(manualmente). Centrifugou-se por 10 minutos a 13000 rpm. A fase aquosa foi transferida
para um outro tubo. Adicionou-se 300uL de etanol 100% gelado e incubou-se a
temperatura ambiente durante 20 minutos, para precipitacdo do DNA. Centrifugou-se a
13000 rpm durante 10 minutos e descartou-se o sobrenadante (por inversao). Lavou-se o
pellet com 1mL de etanol 70% e centrifugou-se a 13000 rpm durante 10 minutos,
descartando-se 0 sobrenadante. Secou-se o0 sedimento em estufa a 37° durante aprox. 2h
e ressuspendeu-se cuidadosamente em 50uL de agua bi-destilada.

A concentracdo e a pureza do DNA foram determinadas com recurso ao
espectrofotometro NanoDrop.

Para confirmar a presenca do material genético e a sua integridade apds incubacéo
com os compostos, aplicou-se 150-200ng da amostra de DNA num gel de agarose a 2%.
Efetuou-se a eletroforese numa tina com TAE 1X (Nzytech) a 100V durante 90 minutos.
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A visualizacdo do DNA gendémico de Leishmania no gel efetuou-se sob iluminacao
ultravioleta, sendo de seguida fotografado.

2.9. Analise morfométrica das formas promastigotas em microscopia ética

Para os compostos mais ativos na infecdo macrdéfago-amastigota efetuaram-se
esfregacos de promastigotas de L. infantum em fase logaritmica (1x107 células/mL)
sujeitos aos CI50 de cada um dos compostos, para anadlise morfométrica dos parasitas. Os
parasitas foram fixados com metanol e corados com solucdo de Giemsa (Sigma),
efetuando-se as medic¢Ges do comprimento e largura do corpo e comprimento do flagelo
em microscopio oOtico (Eclipe80, Nikon), com uma ampliacdo de 1000X. Para cada
condicdo foram efetuadas pelo menos 30 contagens independentes, com recurso ao

programa de imagem NIS — Elements BR (Nikon).

2.10. Anélise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como valores médios + desvio padréo. O
significado estatistico dos CI50 dos compostos na infecdo intra-macrofagica e a analise
morfomeétrica dos parasitas foi avaliado por analise de variancia (ANOVA) unidirecional,
com recurso ao GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Quando a hip6tese nula foi
rejeitada, multiplas comparacfes foram efetuadas para determinar quais 0s compostos

estatisticamente diferentes, utilizando um nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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CAPITULO Il - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos nas linhas celulares THP-1 e
J774.A1

Varios estudos tém utilizado diferentes linhas celulares no sentido de avaliar a
citotoxicidade de diferentes compostos (Lemaire et al., 2014). Maia et al. (2007) efetuou
um estudo utilizando diferentes tipos de macréfagos no sentido de avaliar as taxas de
infecdo com Leishmania. A linha celular THP-1 tem sido considerada como adequada

para os ensaios de infecdo macrofégica (Jain et al., 2012).

Neste estudo avaliou-se a citotoxicidade de uma biblioteca de endoperdxidos,
derivados de artemisina e de origem sintética, em duas linhas celulares

monociticas/macrofagicas, conforme descrito em 2.4.

No geral os compostos evidenciaram baixa citotoxicidade em ambas as linhas, embora
com valores de CC50 superiores aos observados para 0s compostos controlo usados no
estudo. Contudo houve diferencas de CC50 para as duas linhas celulares,
independentemente dos compostos avaliados (Tabela 2). A linha celular macrofégica
murina J774.Al revelou-se mais suscetivel que a THP-1, uma vez que a maioria dos
compostos apresentou menores valores de CC50 naquela linha. Este comportamento de
baixa citotoxicidade em relacdo as THP-1 foi também verificado em estudos realizados
por Cortes et al. (2015). Neste estudo, os trioxolanos, LC95 e LC50 apresentaram 0s
melhores perfis de atividade e seguranca, exibindo atividade anti-Leishmania elevada e
baixa toxicidade em células hospedeiras, quando comparados com os farmacos usados
como controlo (Cortes et al., 2015). Relativamente a estes, verificou-se que o farmaco
mais citotoxico foi a pentamidina (0,20£0,09 uM e 2,01+0,37 pM).
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Tabela 2: Valores de concentracdo citotoxica para 50% dos macréfagos (CC50), nas
linhagens J774.A1 e THP-1, apds 48 h de tratamento.

Citotoxicidade
CC50 £ DP (uM)

Compostos Linha celular J774.A1 Linha celular THP-1
Anfotericina B 71,87 +5,39 23,20 +2,96
Miltefosina 94,40 +17,25 100,35 +12,14
Pentamidina 0,20 +0,09 2,01 +0,37
LC50 519,25 + 139,52 712,80 +18,38
LC93 12,00 £0,53 184,89 = 16,08
LC129 323,35 24,46 355,85 +31,39
LC131 34,13 £14,52 78,17 £14,14
LC132 45,82 * 19,86 99,78 £16,4
LC136 113,03 £ 13,77 250,47 4,11
LC137 443,18 +44,01 3569,26 0,00
LC138 527,93 +54,00 2839,38 £0,00
LC139 912,88 + 70,66 115,19 £11.4
LC140 677,55 +29,94 3399,63 £0,00
LC146 1464,96 +134,11 3223,93 £0,00
LC163 474,32 £83,51 2753,38 £0,00
DHA 283,35 +37,77 125,92 * 28,97
D-DHA 631,76 +70,24 *

ATS 190,14 51,17 304,35 +34,87
D-ATS 391,94 +48,74 916,62 + 80,61

CC, concentracdo citotdxica; DP, desvio padrdo; * ndo determinado; DHA, Di-
hidroartemisinina; D-DHA, Di-hidroartemisinina desoxigenada; ATS, Artesunato; D-
ATS, Artesunato desoxigenado.

Ha que ter em conta que ambas as linhas celulares tém diferentes origens, sendo que
a THP-1 deriva de células de leucemia monocitica aguda humana, enquanto que a
J774.A1 é uma linha murina macrofégica resultante de sarcoma de células reticulares. A
sensibilidade intrinseca das células depende de vérias caracteristicas das mesmas, que
incluem biotransformacdo e ligagdo quimica, caracteristicas de permeabilidade da
membrana e recetores da superficie e mecanismos adaptativos e de recuperacdo das

células (Ekwall et al., 1990). Para alguns produtos quimicos toxicos, é o estado funcional
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da célula e ndo o tipo de célula que determina a extensdo em que a inibicdo de um

determinado mecanismo biogquimico é critico para o funcao e sobrevivéncia da célula.

Em geral, as linhas celulares monociticas, tais como células monociticas murinas
(J774.A1 e RAW264.7) e humanas (THP-1, U937, HL-60), representam um bom modelo
para estudos in vitro de novos compostos anti-Leishmania (Maia et al., 2007; Vermeersch
et al., 2009; Jain et al., 2012; Anand et al., 2017).

3.2. Avaliacdo da suscetibilidade das formas promastigotas de Leishmania aos

compostos testados e determinagdo dos indices de seletividade

Os valores de CI150 foram obtidos a partir de curvas de dose-resposta resultantes dos
ensaios de suscetibilidade com as formas promastigotas das estirpes IMT151 — L.

infantum, BD14 — L. donovani e LRL 881 - L. tropica, para cada um dos compostos.

No presente estudo foram observadas diferencas significativas quanto a
suscetibilidade das diferentes espécies de Leishmania a cada composto peroxidico testado
(Tabela 3).

De um modo geral, os peroxidos ndo revelaram uma reducdo expressiva do nimero
de promastigotas, tendo o peroxido LC132 demonstrado melhor atividade leishmanicida
para a L. infantum e L. donovani (CI150 de 12,96 uM e 14,34 uM, respetivamente), sendo
que para a L. tropica mostrou uma menor atividade (CI 50 de 135,90 uM).

A suscetibilidade a AmB e pentamidina ndo diferiu entre L. infantum, L. donovani e
L. tropica, com CI50 de 0,15 uM; 0,25 uM; 0,22 uM e 0,39 uM; 0,62 uM; 0,82 uM,
respetivamente. Relativamente a miltefosina, L. infantum revelou-se muito menos
suscetivel (CI50 148,73 uM) que as outras espécies (C150 24,22 uM para L. donovani e
9,70 uM para L. tropica). Apesar de a AmB e a pentamidina revelarem boa atividade
leishmanicida, como seria de esperar, uma vez que fazem parte do arsenal de farmacos
atualmente em uso no tratamento da leishmaniose visceral, apresentam efeitos

secundarios preocupantes (Croft e Olliaro, 2011).
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Tabela 3: CC50, CI50 e IS de pentamidina, miltefosina, AmB, trioxolanos e tetraoxanos
sintéticos, e derivados de artemisina testados em formas promastigotas de L. infantum, L.

donovani e L. tropica e na linhagem celular J774.A1.

Citotoxicidade Promastigotas/suscetibilidade
CC50 £ DP (uM) CI50 £ DP (uM)

Compostos J774.A1 L. infantum IS L. donovani IS L. tropica IS

Anfotericina B 71,87 5,39 0,15 +0,01 467,7 0,25 +0,04 2825 0,22 +0,00 332,1
Miltefosina 94,40 +17,25 148,73 +11,74 06 24,22 +10,05 3,9 9,70 +0,09 9,7
Pentamidina 0,20 +0,09 0,39 +0,06 0,5 0,62 +0,11 03 082 +04 0.2
LC50 519,25 +139,52 37891 +1397 14 353,58 +839 15 183,64 * 587 2,8
LCo3 12,00 0,53 435,02 +100,4 00 152,94 +22,38 01 122,69 +0,00 01
LC129 323,35 + 24,46 265,93 + 37,74 12 242,41 +10,21 13 6850 % 0,00 4,7
LC131 34,13 + 14,52 321,14 +41,09 01 123,46 +1896 03 81,99 + 1353 0,4
LC132 45,82 +19,86 12,96 +5,08 35 14,34 +552 32 13590 + 22,04 03
LC136 113,03 +13,77 434,24 + 24,60 03 231,80 +2842 05 230,59 * 0,00 05
LC137 443,18 + 44,01 137,05 +1,15 32 14331 +1647 31 260,13 * 0,00 17
LC138 527,93 + 54,00 186,57 +5,80 28 239,60 +34,76 22 16177 + 4,92 33
LC139 912,88 +70,66 472,32 +207,40 19 506,83 +5333 18 46379 + 0,00 2,0
LC140 677,55 + 29,94 258,20 +29,75 2,6 460,08 + 3826 15 353,90 % 0,00 19
LC146 1464,96 +134,11 49165 +98.27 30 792,98 +37,23 18 349,47 + 0,00 4,2
LC163 474,32 +8351 190,30 +78,29 25 531,59 +105,16 09 403,92 + 0,00 12
DHA 283,35 +37,77 92,33 +15,4 31 89,02 +17,40 32 142,18 * 27,73 2,0
D-DHA 631,76 + 70,24 185,07 + 26,92 34 181,60 +17,11 35 241,43 + 2151 2,6
ATS 190,14 +51,17 55,02 +2,84 35 103,10 +10,90 18 15812 + 14,83 12
D-ATS 391,94 48,74 187,71 +19,11 2,1 306,68 +37,29 13 26177 * 12,17 15

CC, concentracdo citotoxica; DP, desvio padrdo; DHA, Di-hidroartemisinina; D-DHA,

Di-hidroartemisinina desoxigenada; ATS, Artesunato; D-ATS, Artesunato desoxigenado.

Os compostos desoxigenados D-DHA e D-ATS apresentaram menor potencial
leishmanicida, com valores de CI150 superiores (D-DHA - 185,07 uM, 181,6 uM e 241,43
uM e D-ATS — 187,71 uM, 306,68 uM e 261,77 uM para L. infantum, L. donovani, L.
tropica respetivamente) aos dos seus precursores DHA e ATS, respetivamente (DHA —
92,33 uM, 89,02 uM e 142,18 uM e ATS — 55,02 uM, 103,1 uM e 158,12 uM para L.
infantum, L. donovani, L. tropica respetivamente) e, consequentemente, menores valores
de IS. Este facto podera indiciar a importancia da ponte endoperéxido na atividade
leishmanicida, tal como verificado para a atividade antimalarica destes compostos
(O’Neill et al., 2010; Araujo et al., 2013; Cortes et al., 2015).
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3.3. Avaliacdo do efeito dos compostos no sistema amastigota-macrofago e
determinacéo do indice de seletividade

Para avaliar o potencial leishmanicida dos diferentes compostos testados nas formas
amastigotas de L. infantum e L. donovani internalizadas em macréfagos J774.A1, ap6s
48h de tratamento, foi feita a contagem em microscépio 6tico do ndmero total de
macrofagos infetados e do numero de amastigotas internalizados em cada macrofago
infetado, num total de 100 (Figura 9). Os valores de CI50, foram calculadas com base nas
taxas de infecdo para cada concentracdo, tendo por base o grupo controlo (macréfagos
néo tratados) com infetividade de 100%.

Figura 9: Linha celular J774.A1 infetada com formas amastigotas de Leishmania spp.
(A=400x e B=1000x) (Fotos: A. Mendes).

Foram selecionados os compostos que apresentaram CI50 mais baixos em relacéo as
formas promastigotas: LC132, LC137, LC138, DHA, ATS, D-DHA, D-ATS e os

compostos controlo.

Em concentragdes micromolares, os compostos apresentaram um fraco perfil de
atividade, & excecdo do tetraoxano LC138 que revelou maior eficacia contra as formas
amastigotas de L. infantum (Figura 10) e baixa toxicidade para a linha celular J774.A1,
com um IS de 22,8, sendo 38 vezes mais seletivo que a pentamidina e 4 vezes mais

seletivo que a miltefosina (Tabela 4).
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Curiosamente, as espécies L. infantum e L. donovani, ambas responsaveis pela forma
visceral da doenca, apresentaram suscetibilidades completamente diferentes
relativamente ao LC138. Uma possivel justificacdo poderd ser o grau de resisténcia
genética que a estirpe de L. donovani possa ter adquirido. N6s desconhecemos o historial
clinico do paciente em que foi feito o isolamento. Infelizmente, devido a contaminag&o
das culturas, foi apenas possivel efetuar um ensaio com L. donovani, ndo sendo possivel

verificar se este comportamento se manteria.

Verificou-se que, na infecdo macrdéfago-amastigota, a AmB revelou elevada atividade
em ambas as espécies (C150 de 0,08 uM) e seguranga na linha macrofagica estudada, com
ISs de 898,4 uM para L. infantum e 908 uM para L. donovani.

Segundo Chiaradia et al. (2007), um composto promissor devera apresentar um IS >
10. A anédlise demonstrou que a maioria dos compostos apresentam uma atividade
limitada, apesar de se mostrarem pouco toxicos para as linhas celulares, o que se reflete

num indice de seletividade baixo.

Noutro estudo, verificou-se que, em concentragdes micromolares, os trioxolanos
LC50 e LC95 apresentaram bons perfis de atividade e de seguranca, com IS para as
formas amastigota de > 90.08 e 54.82 e para as formas promastigotas > 768.44 e 1684.74,

respetivamente (Cortes et al., 2015).

Além de apresentarem resultados promissores quando testados em parasitas de
Leishmania, os trioxolanos e tetraoxanos tém demonstrado boa atividade antimalarica,
tanto in vitro como in vivo (Marti et al., 2011; Lobo, 2012; Lobo et al., 2018). Nestes
estudos os compostos testados apresentaram atividade semelhante ou superior a
artemisinina e aos seus analogos semi-sintéticos mais importantes (artesunato (ATN),
artemeter (ATM), artemisona, acido artelinico e DHA), quando testados em Plasmodiun
spp. E, tal como ocorre em Leishmania, a ponte endoperéxido 1,2,4- trioxano ou 1,2,4,5-
tetraoxano da estrutura quimica revelou-se essencial para a atividade antimalarica desses
compostos (O’Neill, et al., 2010; Marti et al., 2011).
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Tabela 4: Valores de CI50 e IS de pentamidina, miltefosina, AmB, trioxolanos e

tetraoxanos sintéticos e derivados de artemisina, testados em formas amastigotas de L.

infantum e L. donovani e na linhagem J774.A1.

Citotoxicidade

Amastigotas intracelulares

CC50 = DP (uM) CI150 £ DP (uM)
Compostos J774.A1 L. infantum IS L. donovani IS
Anfotericina B 71,87 +5,39 0,08 +0,05 898,4 0,08 +0,02 908,0
Miltefosina 94,40 +17,25 16,77 +7,84 5,6 13,30 +£2,99 7,1
Pentamidina 0,20 %0,09 0,32 +0,10 0,6 0,35 £0,14 0,6
LC132 45,82 +19,86 13,15 +4,85 3,5 9,42 +0,14 4,9
LC137 443,18 +44,01 168,54 +8,93 2,6 186,92 *114,2 2,4
LC138 527,93 +54,00 23,19 £10,65 22,8 42591 0,00 <12
DHA 283,35 +37,77 33,48 +10,78 8,5 69,92 +0,83 4,1
D-DHA 631,76 70,24 50,36 *11,40 12,5 558,97 £0,00 <11
ATS 190,14 +£51,17 71,74 +11,40 2,7 52,03 0,00 <37
D-ATS 391,94 +48,74 97,90 53,68 4,0 407,14 +0,00 <1,

CC, concentracdo citotoxica; DP, desvio padrdo; DHA, Di-hidroartemisinina; D-DHA,

Di-hidroartemisinina desoxigenada; ATS, Artesunato; D-ATS, Artesunato desoxigenado.
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Figura 10: Atividade dos compostos AmB, pentamidina, miltefosina, LC132, LC137 e

LC138 em amastigotas intracelulares de L. infantum (A) e L. donovani (B), apds 48 horas

de tratamento a diferentes concentragdes, na gama micromolar (uM). *, p< 0,05.
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Os diferentes modelos de infecdo utilizados em ensaios influenciam os resultados,
que podem assumir diferencas significativas nos valores de atividade de um determinado
composto, pois como foi demostrado in vitro, a taxa de infecdo difere entre as estirpes e
linhas utilizadas (Maia et al., 2007; Da Luz et al., 2009).

Observou-se que, nas mesmas condicOes de cultura, a estirpe de L. donovani BD14
possui maior capacidade de invasao e replicacdo na célula hospedeira, comparativamente
com aestirpe de L. infantum IMT 151. Da Luz et al. (2009) demostraram que 0 processo
de metaciclogénese in vitro pode variar consideravelmente dependendo da espécie,
estirpe e condi¢des de cultura. A transformacdo dos promastigotas metaciclicos em
amastigotas, que ocorre ap6s a internalizacdo pelo macréfago, pode ser incompleta,

influenciando ativamente o resultado do teste de sensibilidade.

Os diferentes valores de CI50 obtidos sdo refletidos no indice de seletividade, que
aumentou para amastigotas intracelulares. As formas amastigotas de L. infantum e L.
donovani mostraram ser mais suscetiveis para a maioria dos compostos testados, em
relagdo as correspondentes formas promastigotas. Esta suscetibilidade aumentada
dependente do estagio do parasita, como tambem é referido por Oliveira (2014) e (Bruno
de Sousa et al., 2017, 2018), em que se observou uma maior especificidade de AmB e
Cystoseira sp em amastigotas do que para o estagio promastigota de L. infantum. Porém,
estudos realizados por Cortes et al. (2015), indiciaram o contrario, mostrando que as
formas amastigotas sdo menos suscetiveis que as promastigotas. Essa especificidade
dependente do estagio do parasita pode estar relacionada com os mecanismos de acao dos
farmacos ou com especificidades e formulagdes dos diferentes compostos.
Adicionalmente, a presenca do macréfago pode influenciar a efetividade do composto
para afetar os parasitas intracelulares.

A utilizacdo de linhas celulares (ex: U937, THP-1, J774.A1, RAW 264.7) para
ensaios de infecéo e suscetibilidade in vitro revela-se vantajosa pois obvia a utilizacéo de
grande nimero de animais para obtencdo de macrdfagos peritoneais (Maia et al., 2007).
Adicionalmente, as linhas celulares sdo de mais fécil manutencdo, garantindo a

disponibilidade de uma fonte ilimitada e homogénea de células do hospedeiro.
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Para além do modelo macrofago-amastigota, que esta mais préximo do sistema
bioldgico do vertebrado na infecdo natural e € mais adequado para triagem in vitro (Cos
et al., 2006; Da Luz et al., 2009; Vermeersch et al., 2009) ha que testar posteriormente
0S compostos mais promissores em modelo animal murino, para avaliacdo da seguranca

e tolerancia.

3.4. Avaliagdo da integridade do DNA das formas promastigotas de Leishmania

Os resultados obtidos n&o evidenciaram alteracdo (fragmentacdo) no material
genético dos parasitas tratados com os diferentes compostos, indicando que estes
compostos ndo parecem atuar ao nivel do DNA. Bruno de Sousa et al. (2017) observaram
que extratos hexanicos de Cystoseira baccata ndo induziram a fragmentacdo do DNA de
L. infantum, postulando que o efeito leishmanicida desses compostos pode ser mediado

por mecanismos que envolvem outros alvos parasitarios.

Estudos anteriores descreveram diferentes vias que induzem morte em Leishmania
tratadas com diferentes compostos naturais. As alteracfes ocorrem principalmente a nivel
da mitocondria, a principal reguladora dos mecanismos de morte de Leishmania, e
incluem: alteracao do potencial de membrana mitocondrial, producéo de espécies reativas
de oxigénio, condensacao e fragmentacdo do DNA, externalizacdo da fosfatidilserina,
formacdo de nucleo picnético, lipoperoxidacdo, aumento no numero de inclusGes
lipidicas no citoplasma e organelos vesiculares acidos (AVOs) (Dutta et al., 2007;
Mendes et al., 2016; Bruno de Sousa et al., 2017; Shadab et al., 2017).

Tal como ocorre nos outros Tripanossomatideos, as formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania apresentam uma unica mitocondria (Coombs et al., 1986),
com a principal funcdo de gerar a energia quimica na forma de adenosina trifosfato (ATP),
a partir da oxidagdo de hidratos de carbono, pelo que a mitocondria vem sendo estudada
como potencial alvo para o desenvolvimento de novos farmacos (Lage et al., 2015; Duarte
et al., 2016).
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3.5. Alterac6es morfoldgicas das formas promastigotas

O efeito dos compostos mais ativos (LC132, LC137, LC138) na morfologia, em
promastigotas de L. infantum, foi avaliado por microscopia 6tica. A analise morfométrica
revelou algumas alterac6es na forma dos parasitas, nomeadamente no tamanho do corpo

e do flagelo.

Os parasitas de controle apresentaram uma forma normal, com flagelos longos, e tanto

o cinetoplasto quanto o nucleo apresentaram-se bem diferenciados (Figura 11).

As alteracfes mais significativas ocorreram em formas promastigotas submetidas ao
endoperoxido LC132, na concentracdo equivalente ao valor de CI50 do composto, que
induziu mudancas consideraveis na morfologia dos parasitas, ao nivel do comprimento e
largura do corpo e do comprimento do flagelo, com desorganizacdo do contetido
citoplasmatico (Figuras 11, 12). O endoperdxido LC137 causou alteragcdes morfoldgicas

semelhantes as induzidas pelo composto LC132.

Além das alteracGes morfoldgicas aqui observadas, quando comparados com células
controle, outras alteracGes em parasitas de Leishmania submetidos a diversos compostos
tém sido demonstrados em diversos estudos, nomeadamente: perda de motilidade,
irregularidade do contorno da célula, formas celulares arredondadas anormais, aumento
do nucleo, citoplasma vacuolado com ligeira alteracdo da densidade, reducdo no padréo
de emisséo de fluorescéncia (Ben Kahla-Nakbi et al., 2010; Neto et al., 2011; Galiana-
Roselld et al., 2013; Oliveira, 2014; Bruno de Sousa et al., 2017, 2018).
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Figura 11: AlteracBes morfoldgicas induzidas nos promastigotas de L. infantum pelo
tratamento in vitro com os endoperéxidos, apds 48h. Promastigotas ndo tratados (A e B);
tratados com LC132 na concentragdo de 12,96 uM (C e D); tratados com LC137 na
concentragdo de 137,05 uM (E e F); e LC138 na concentragdo de 186,57 uM (G e H)
(Fotos: S. Cortes).
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Figura 12: Efeito dos compostos LC132,
LC137, LC138
promastigotas L. infantum, apds 48 horas

sobre as formas
de tratamento, a diferentes concentracdes
(ug/mL). As formas promastigotas nao
tratadas foram utilizadas como controlo
positivo. *p< 0,05 em relagdo ao controlo

nao-tratado.
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CAPITULO IV — CONCLUSOES

Por ndo existir uma vacina eficaz, o controle da leishmaniose humana esta
centrado na quimioterapia. No entanto, o surgimento das resisténcias e os efeitos
secundarios graves associados ao uso dos farmacos disponiveis para o tratamento das
leishmanioses, bem revisto na literatura, tem suscitado a busca incessante de novos

compostos, potencialmente mais eficazes e seguros.

O estudo de suscetibilidades in vitro de novos compostos é de fundamental
importancia para se fazer um primeiro “screening”, antes de prosseguir para o modelo in
vivo. E de relevancia avaliar também a citotoxicidade dos compostos, no sentido de
avaliar a seguranca em modelos celulares, que poderdo dar uma indicacdo do potencial
de toxicidade de determinada substancia para posteriores estudos in vivo. Estéo
disponiveis diferentes abordagens de triagem para identificar a atividade farmacoldgica

primaria em produtos sintéticos e/ou naturais.

A artemisinina e os seus derivados tém recebido uma atencao especial e tém sido
alvo de estudos ao logo dos ultimos 30 anos. Varios estudos tém reforcado a sua eficacia
contra diversos parasitas, inclusive Leishmania. Os endoperoxidos sintéticos sdo
atrativos, principalmente pela sua acessibilidade, dado que a sintese € relativamente
econOmica e a estabilidade metabdlica é comparativamente maior, quando com parados
com os derivados de artemisinina. Alguns trioxolanos e tetraoxanos demonstraram boa
atividade anti-Leishmania, por vezes superior ao artesunato (ATN), artemeter (ATM) e

dihidroartemisinina.

Estudos in vitro revelaram uma baixa toxicidade dos compostos em relacdo as
linhas celulares utilizadas. Relativamente & atividade anti-Leishmania in vitro dos
compostos peroxidicos estudados, foi observado que estes eram mais eficazes contra
formas amastigotas, reforcando a importancia de avaliar compostos nestas formas do
ciclo de vida de Leishmania, uma vez que correspondem as formas relevantes no
hospedeiro vertebrado. O endoperoxido que revelou maior efeito anti-Leishmania nas

formas amastigotas e menor citotoxicidade foi o LC138. Sera relevante estudar os
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possiveis mecanismos de acdo que poderdo ser responsaveis pelo efeito letal deste
composto nos parasitas Leishmania.

O nosso estudo revelou que os valores de CI50 para os compostos estudados
variam entre as diferentes espécies de Leishmania. O tipo de célula macrofagica bem
como a espécie do parasita em estudo pode influenciar os niveis de atividade que séo
obtidos em ensaios para testar novos compostos anti-Leishmania, sendo aconselhavel a
padronizacdo dos ensaios nos diferentes laboratorios. Segundo Croft (2001), as diferencas
bioquimicas e moleculares entre as espécies de Leishmania afetam a sensibilidade

intrinseca aos compostos.

Estes resultados preliminares encorajam investigacfes mais profundas sobre o
efeito e modo de agdo dos endoperdxidos estudados, com o objetivo do seu
desenvolvimento para utilizacdo farmacoldgica, em regime de monoterapia ou em
combinacdo com os atuais farmacos de primeira linha usados no combate a infecdes
provocadas por Leishmania spp, com o objetivo de fomentar o desenvolvimento de

formulagdes que sejam de facil administracdo, tenham baixa toxicidade e custo acessivel.
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ANEXOS

Anexo A: Tabela com as estruturas dos compostos

Natureza Referéncias Estruturas

LC137 @T?Q
LC138 Z@Zﬁ@/mo“

LC139 @C
Tetraoxanos 0’0@
LC140 @0,0 0
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LCO3 @L g

0-0 N—50,
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0—Q
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Anexo A: Tabela com as estruturas dos compostos (continuacao)

Natureza

Referéncias

Estruturas

Derivados de
Artemisinina

Di-
hidroartemisinina
(DHA)

Desoxi di-
hidroartmisinina
(D-DHA)

Artesunato
(ATS)

Desoxi-Artesunato
(D-ATS)
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Anexo B: Gama de concentragdes dos compostos usados nos ensaios

Concentracao Concentracoes testadas (ug/mL)
Compostos solucéo
Linha celular Promastigotas Amastigotas
“stock”
Anfotericina B | 250 ug/mL 50/25/12.5/6.25/3.12/1.56 0.8/0.4/0.2/0.1/0.05/ 0.4/0.2/0.1/0.05/0.025/
0.025 0,013
Miltefosina | 200 umg/mL 60/30/15/7.5/3.75/1.87 50/25/12.5/6.25/3.12/ | 20/10/5/2,5/1,25/0,625
600/300/150/75/37.5/18.75 | 1.56
Pentamidina | 200 ug/mL 2/1/0.5/0.25/0.12/0.06 1/0.5/0.25/0.125/0.06/ | 1/0.5/0.25/0.125/0.06/
5/2.5/1.25/0.625/0.31/0.156 | 0.03 0.03
ATS 215 mg/mL 100/50/25/12.5/6.25/3.12 50/25/12.5 20/10/5/2,5/1,25/0,625
300/150/75/37.5/18.75/9.4
D-ATS 200 mg/mL 300/150/75/37.5/18.75/9.4 | 150/75/37.5 150/75/37.5/18.75/9.4/
4,7
DHA 112.5 mg/mL 100/50/25/12.5/6.25/3.12 60/30/15 20/10/5/2,5/1,25/0,625
300/150/75/37.5/18.75/9.4
D-DHA 210 mg/mL 300/150/75/37.5/18.75/9.4 | 150/75/37.5 150/75/37.5/18.75/9.4/
47
LC50 100 mg/mL 300/150/75/37.5/18.75/9.4 | 150/75/37.5
600/300/150/75/37.5/18.75
LC93 41 mg/mL 50/25/12.5/6.25/3.12/1.56 100/50/25/12.5/6.25/
600/300/150/75/37.5/18.75 | 3.12
LC129 100 mg/mL 200/100/50/25/12.5/6.25 150/75/37.5
600/300/150/75/37.5/18.75
LC131 45 mg/mL 50/25/12.5/6.25/3.12/1.56 100/50/25/12.5/6.25/
600/300/150/75/37.5/18.75 | 3.12
LC132 215 mg/mL 50/25/12.5/6.25/3.12/1.56 10/5/2,5 40/20/10/5/2,5/1,25
LC136 44 mg/mL 600/300/150/75/37.5/18.75 | 200/100/50/25/12.5/
6.25
LC137 107.5 mg/mL 600/300/150/75/37.5/18.75 | 100/50/25 80/40/20/10/5/2,5
LC138 200 mg/mL 600/300/150/75/37.5/18.75 | 200/100/50 150/75/37.5/18.75/9.4/
4,7
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LC139 210 mg/mL 600/300/150/75/37.5/18.75 200/100/50
LC140 210 mg/mL 600/300/150/75/37.5/18.75 200/100/50
LC146 102.5 mg/mL 600/300/150/75/37.5/18.75 300/150/75
LC163 220 mg/mL 600/300/150/75/37.5/18.75 300/150/75
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