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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca complexa que é considerada um grave problema de
saude publica. A doenca € causada por protozoarios do género Leishmania e é
transmitida por vetores da subfamilia flebotomineos. A espécie Leishmania
amazonensis causa leishmaniose cutanea difusa (LCD). A terapia corrente para a
leishmaniose provoca varios efeitos colaterais e gera cepas resistentes aos
medicamentos. Essa situacéo estimulou a busca de tratamentos alternativos, como o
uso de metalocomplexos. Metalocomplexos sdo compostos metalicos coordenados,
com um nucleo metalico. A acao destes compostos tem sido estudada em vérias
espécies de parasitas da familia Trypanosomatidae, incluindo a espécie L.
amazonenses. Neste estudo, verificamos o efeito do composto Co7HCHBPA, que
possui nucleo de cobalto coordenado a um ligante organico HBPA (2-hidrobenzil) (2-
piridilmetil) amina, em promastigotas de L. amazonensis da cepa WHOM /BR /75 /
Josefa e macrofagos J774A.1. Andlises in silico dos parametros preditivos
farmacocinéticos e farmacodinamicos foram realizadas no SiwissADME e no pkCSM.
Ensaios antiproliferativo in vitro, analise de viabilidade e microscopia Optica e
eletrdbnica foram realizados. Os resultados in silico indicam que o composto
Co7HCHBPA apresenta caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de um
novo farmaco, contudo, uma possivel atividade cancerigena e outra inibitoria de
hERGII foram identificadas. Os ensaios in vitro demonstraram que 0 composto
Co7HCHBPA inibe o crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis de
forma dose-tempo dependente em concentracdes que ndo se mostraram citotoxicas
para macréfagos J774A.1. O composto também foi capaz de induzir alteracdes
morfoldgicas, tais como alteracbes no formato do corpo celular, encurtamento do
flagelo, formacdo de duplo flagelo, invaginacdes no corpo celular do parasita, e
ultraestruturais no parasita, como formacdo de vacuolos autofagicos proximos a
regido da bolsa flagelar e formacbes de figura de mielina. Por fim, ensaios com
marcagdo anti-LC3B indicaram a possivel morte do parasita por autofagia. Os
resultados sao promissores, mas o desenvolvimento de futuros experimentos na
forma amastigota intracelular de L. amazonensis podem complementar esta analise.

Palavras-chaves: Leishmania amazonenses. Co7HCHBPA. Metalocomplexos.

Andlise in silico. Quimioterapia.



ABSTRACT

Leishmaniasisisa complex disease thatis considered a serious public health problem.
The disease is caused by protozoa of the genus Leishmania and is transmitted by
vectors of the phlebotomine subfamily. The species Leishmania amazonensis causes
diffuse cutaneous leishmaniasis (LCD). Current therapy for leishmaniasis causes
several side effects and generates drug-resistant strains. This situation stimulated the
search for alternative treatments, such as the use of metallocomplexes.
Metallocomplexes are coordinated metallic compounds, with a metallic core. The
action of these compounds has been studied in several species of parasites of the
Trypanosomatidae family, including species of L. amazonensis. In this study, we
verified the effect of the compound Co7HCHBPA, which has a cobalt nucleus
coordinated to an organic ligand HBPA (2-hydrobenzyl) (2-pyridylmethyl) amine, in L.
amazonensis promastigotes of the strain WHOM / BR / 75 / Josefa and macrophages
J774A.1. In silico analyzes of the pharmacokinetic and pharmacodynamic predictive
parameters were performed in SiwisSADME and pkCSM. In vitro antiproliferative tests,
feasibility analysis and electronic optical microscopy were performed. The in silico
results indicate thatthe compound Co7HCHBPA has promising characteristics for the
development of a new drug, however, a possible carcinogenic and other inhibitory
activity of hERGII has been identified. In vitro tests demonstrated that the compound
Co7HCHBPA inhibits the growth of the promastigote forms of L. amazonensis in a
dose-time dependent manner at concentrations that were not cytotoxic to J774A.1
macrophages. The compound was also able to induce morphological changes, such
as changes in the shape of the cell body, shortening of the flagellum, formation of
double flagellum, invaginationsin the cell body of the parasite, and ultrastructural in
the parasite, such asthe formation of autophagicvacuoles nearthe region of the pouch
flagellar and myelin figure formations. Finally, tests with anti-LC3B labeling indicated
the possible death of the parasite by autophagy. The results are promising, but the
development of future experiments in the intracellular amastigote form of L.
amazonensis may complement this analysis.

Keywords: Leishmania amazonensis. Co7HCHBPA. Metallocomplexes. In silico

analysis. Chemotherapy.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses consistem em um amplo espectro de doencgas causadas por
mais de 20 espécies diferentes dos protozoarios pertencentes ao género Leishmania
(MARSDEN, 1986; ASHFORD, 2000; WHO 2021) e sao consideradas pela
Organizacdo Mundial de Saude como um importante problema de saude publica,
assim como uma doenca tropical negligenciada (WHO, 2021).

Os parasitas pertencentes ao género Leishmania tém um ciclo de vida
complexo que envolve tanto hospedeiros vertebrados quanto invertebrados. Dois
estagios de desenvolvimento sdo encontrados: (i) promastigota, forma proliferativa
encontrada no limen do intestino do inseto fémea e (ii) amastigota, forma proliferativa
encontrada em varios tipos de células hospedeiras de mamiferos (TEIXEIRA, 2013),
que podem ser hematopoéticas ou nao, tais como queratinécitos, células de
Langerhans, neutréfilos, macrofagos e fibroblastos, sendo o macréfago considerado
a principal célula hospedeirana qual o parasita consegue sobreviver e se multiplicar
ao utilizar mecanismos de evasdo do sistema imune (MOUGNEAU, BIHL e
GLAICHENHAUS, 2011; KAYE e SCOTT, 2011; ASHOK e ARCHA-ORBEA, 2014,
SOUSA et al.,, 2014). Aproximadamente, 30 espécies diferentes de flebotomineos
podem transmitir esse parasita antropologicamente ou zoonoticamente por suas
picadas (DE FREITAS et al., 2016).

A leishmaniose é classificada, basicamente, nas formas cutanea (LC) e
visceral (LV), de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, dos 200 paises e
territérios que se reportam a OMS, 97 paises e territérios eram endémicos para
leishmaniose em 2018. Isso inclui 68 paises endémicos para LV e LC, 8 paises
endémicos apenas para LV e 21 paises endémicos somente para LC (WHO, 2021).

Segundo o Observatério Global de Saude da OMS, em dezembro de 2019, 52
paises endémicos para LV (68%) e 59 paises endémicos para LC (66%) reportaram
dados ao programa. Mais de 90% dos casos globais de LV foram relatados em sete
paises: Brasil, Etiépia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (GLOBAL
HEALTH OBSERVATORY, 2019).

Em 2018, 11 paises relataram mais de 5000 casos de LC: Afeganistao, Argélia,

Bolivia, Brasil, Colémbia, Republica Islamica do Ird, Iraque, Paquistdo, Peru,
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Republica Arabe Siria e Tunisia, que juntos representam 88% da incidénciade LC.
Em 2018, houve 1039 casos importados de leishmaniose cutanea relatados
globalmente. Comparativamente, o numero de casos importados de leishmaniose
visceral foi menor, com um total de 140 casos importados relatados globalmente em
2018 (GLOBAL HEALTH OBSERVATORY, 2019).

A LC é causada por L. major e L. tropica no Oriente Médio e Asia Central, e
complexo L. braziliensis e L. mexicana nas Américas. A LV é causada pelos
complexos L. infantum, L. chagasi e L. donovani. A leishmaniose mucocutédnea (LMC)
€ uma infeccdo grave e cronica (SAVOIA, 2015).

No Brasil, L. amazonensis € uma das espécies responsaveis pela forma
cutdnea da doenca,; entretanto, em alguns individuos o sistema imunolégico ndo
consegue combater o parasita, levando a manifestacdes clinicas de leishmaniose
cutaneadifusa (LCD) (MARSDEN e JONES, 1985). A LCD foi primeiramente descrita
pela na Amazodnia brasileira, no estado do Para por Silva (1958), que descreveu 0s
primeiros achados clinicos sobre uma forma rara da leishmaniose tegumentar,
ressaltando a natureza das lesdes queloidianas na pele e lesées no tecido 6sseo das
extremidades (maos e pés) (SILVEIRA, 2009).

O diagndastico é realizado com base em critérios clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais. No diagnéstico clinico sao coletados dados sobre as caracteristicas das
lesdes e informacdes epidemioldgicas, contudo, apenas esses elementos ndo sdo o
suficiente para fechar o diagnostico final, sendo necessaria a confirmacgéo através de
exames laboratoriais. Os exames realizados sdo 0s exames parasitolégicos (direto ou
indireto), exames imunoldgicos (intradermorreacdo de Montenegro, sorologia) ou
ainda exames moleculares (PCR - Polymerase Chain Reaction). Também é
recomendada a realizacdo de exames para o diagnaostico diferencial para piodermites,
paracoccidioidomicose, neoplasias cutaneas, sifilis, tuberculose cutdnea e
hanseniase virchowiana (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

Atualmente, sdo utilizados no tratamento da leishmaniose o composto
antimonial pentavalente, Glucantime® (antimoniato de meglumina), e a Anfotericina B
como farmacos de primeira e segunda linha, respectivamente, sendo aplicados por
via intramuscular ou endovenosa. Entretanto, ambos s&o pouco eficientes, pois,
ocasionam frequentemente efeitos colaterais, como artralgia, mialgia, nauseas,
taquicardia, febre e vémitos, além de serem medicamentos de alto custo. Os

diferentes modos de prevencdo contra os vetores também apresentam pouca
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eficiéncia (NEVES, 2007; BRASIL, 2009; TEIXEIRA et al., 2013). A miltefosina é o
unico medicamento oral disponivel para o tratamento da leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose dérmica pés-calazar (PKDL), embora o farmaco seja eficaz e bem
tolerado no tratamento da LV, a eficacia e a seguranca da miltefosina por periodos
mais longos de tratamento (> 28 dias) na PKDL aindanéao estéo claras (PIJPERS et
al., 2019). Dessa forma, existe uma necessidade urgente de desenvolver novos
compostos ou combinagdes de compostos que sejam mais seguros, eficazes e
acessiveis.

Os metalocomplexos sdo compostos por metais de transi¢cdo, coordenados
com farmacos, e apresentam possibilidades de coordenacdo e geometrias com o
ligante (farmaco) (VAN RIJT e SADLER, 2009). Esta coordenacao permite interagir
com o alvo molecular especifico, principalmente com moléculas biologicas (FRICKER,
2007) permitindo o aumento da lipofilicidade (AHMAD, 2006; BRUIIJNINCX e
SADLER, 2008).

Alguns estudos j& demonstraram que a coordenacdo de compostos pode ser
uma alternativa na terapia antiparasitaria, além de também demonstrar efeito em
células tumorais. Compostos contendo ions cobre ou cobalto ligados ao ligante (5-
metil-1,2 4-triazol [1,5-a] pirimidina—7 (4H) -um) (HmtpO) demonstraram um efeito no
metabolismo energético dos parasitas de L. infantum e L. brasiliensis no nivel do
equilibrio NAD +/NADH e nas membranas das organelas, causando sua degradacéo
e morte celular RAMIREZ-MACIAS et al., 2011).

Compostos coordenados a lantanideos demostraram potencial antiparasitario
contra L. infantum, L. brasiliensis e Trypanosoma cruzi. Sua atividade in vitro foi
semelhante ou excedeu significativamente os demonstrados por dois dos
medicamentos mais utilizados atualmente para o tratamento da leishmaniose e da
doencgade Chagas, Glucantime e benznidazol, respectivamente (CABALLERO et al.,
2014).

Estudos demonstraram que compostos coordenados a complexo de ferro
podem controlar o crescimento de Toxoplasmagondii, 0 agente causador da
toxoplasmose. Os complexos reduziram o crescimento de T. gondii e, a0 mesmo
tempo, causaram baixa citotoxicidade nas células hospedeiras. Além disso, um dos
complexos utilizados induziu alteragbes morfologicas e ultraestruturais distintas nos
parasitas incluindo bolhas e fendas de membrana no citoplasma, com inclustes

semelhantes aos granulos de amilopectina, que normalmente sdo encontradas nos
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bradizoitose desencadeou a formacado de formas semelhantes a cistos (PORTES et
al., 2017; 2018).

Complexos coordenados a base de ruténio [cisCRu (Ill) e cisDRu (lll)] ja
demonstraram efeito em células de leucemia mieléide crénica humana (VILANOVA-
COSTA et al, 2015). Um sistema binario acido ascérbico-metalocomplexo de cobalto
promoveu a fragmentacdo em larga escala do DNA e morte celularem células de
leucemia K-562 in vitro (MEDVEDEV e LESCHENKO, 2008; 2012).

Para auxiliar no desenvolvimento desses novos medicamentos, ferramentas
preditivas in silico podem orientar na selecdo dos compostos a serem testados, visto
que os processos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos consomem
tempo e recursos. A anédlise in silico de diversos parametros otimiza a sele¢cdo de
moléculas com potencial de se tornar um medicamento eficaz para os pacientes. A
ferramenta Web SwissADME oferece acesso gratuito a um conjunto de modelos
preditivos rapidos, porém robustos, para propriedades fisico-quimicas,
farmacocinética, semelhanca a medicamentos e facilidade de uso de medicamentos,
entre os quais métodos proficientes internos, como o BOILED-Egg, iLOGP e radar
de biodisponibilidade (DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Visto que ja foi demonstrado que compostos coordenados a metais podem ser
utilizados como uma boa estratégia antiparasitaria, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito leishmanicida do composto CO7HCHBPA, um metalocomplexo com um
nucleo de Cobalto (Co) coordenado a um ligante organico de HBPA ((2-
hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina), contra as formas extracelular (promastigota) de L.
amazonensis , além da avaliagdo do seu feito citotoxico em macrofagos (J774A.1),
bem a andélise de seus parametros preditivos in silico, comparando-o com o0s

medicamentos ja utilizados no tratamento da leishmaniose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Etiologia

O género Leishmania é constituido por protozodarios tripanossomatideos
pertencentes a Filo Sarcomastigophora, a super classe Mastigophora, a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e abrange mais de 20 espécies diferentes.
Variacbes geograficas de espécies existem entre o0s paises endémicos
caracteristicamente tendo um clima subtropical ou tropical (PACE, 2014).

A Leishmania é classificada em dois subgéneros baseados em diferencas
anatbmicas nos locais de desenvolvimento do parasita dentro do intestino do
mosquito-polvora: Leishmania, que é encontrada no Novo (has Américas) e Velho
Mundo (Europa, Asia e Africa) e Viannia, endémica apenas no Velho Mundo. A
eletroforese de enzima multilocos € um método bioquimico padronizado classico que
€ amplamente usado para distinguir entre as diferentes espécies. Técnicas
moleculares que foram recentemente introduzidas para diagnostico clinico séao
especialmente Gteis em &reas onde diferentes espécies coexistem (FOULET, 2007;
WHO, 2010).

A técnica de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) e suas varia¢des, como
Nested-PCR (nPCR), Seminested-PCR (snPCR) e Quantitative Real Time PCR
(gPCR), tém sido amplamente empregadas para a otimizagcdo de novos ensaios de
diagnastico, usando diferentes regides-alvo e amostras (DE PAIVA-CAVALCANTI,
2009; DA SILVA et al., 2013; REIS et al.,, 2013; GALLUZZI et al.,, 2018). O
acompanhamento do tratamento visando a avaliacao da eficacia de um medicamento
€ umaabordagem comum (POURABBAS et al., 2013) proporcionadapelo gPCR, com
sua capacidade de estimar a carga parasitologica em varios tipos de amostra (DE
ALMEIDA FERREIRA et al., 2012; DOS SANTOS-MARQUES et al., 2013). A
caracterizagdo de espécies de Leishmaniatambém é uma aplicacdo importante da
PCR, e tem sido fortemente explorada (MOHAMMADIHA et al., 2013). Juntamente
com diferentes metodologias, incluindo andlise de sequenciamento de genes e
polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP), os estudostrouxeram

esse tipo de andlise com objetivos distintos: confirmagdo de espécies em pesquisas
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epidemiologicas (MAIA et al., 2010; WANG et al., 2011) avaliacéo de especificidade
de novos ensaios otimizados (FRAGA et al., 2011) e estudos comparativos (CRUZ et
al., 2013).

2.2.Vetor

O flebotomineo fémea, pertencente ao género Phlebotomus no Velho Mundo e
Lutzomyia no Novo Mundo, sdo os Unicos vetores responsaveis pela transmissao da
leishmaniose (Quadro 1). Trinta de cerca de 500 espécies conhecidas de fleb6tomos
espalhama leishmaniose (WHO, 2021). O flebotomineo hemat6fago é um artropode
silencioso, com 2 - 3 mm de comprimento, cuja cor varia de preto a branco e, ao
contrario de outras espécies de Diptera, posiciona suas asas em um angulo com
relacdo ao abdome (Figura 1) (KILLICK-KENDRICK, 1999; WHO, 2021).

Figura 1 — Flebotomineo.

Fonte: WHO, 2020.< https://www.who.int/leishmaniasis/disease/vector/en/> Acesso em 20 de Marco
de 2020.

Os flebotomineos estdo ativos nos meses quentes de verdo na regido do
Mediterraneo (GALVEZ, 2010). A maioria das espécies de fleb6tomos pica ao ar livre,
do anoitecer até a madrugada, embora haja algumas espécies que picam dentro de

casa e a luz do dia, comportamento que afeta os métodos de pulverizacdo de
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inseticidas utilizados (KILLICK-KENDRICK, 1999). Os parasitas se desenvolvem no

flebotomineo durante um periodo entre 4 e 25 dias (WHO, 2021).

Quadro 1- Manifestacfes da doenca etransmissdo das espécies predominantes de Leishmania
encontradas no Novo e no Velho Mundo.

Espécies de

Espécies de
flebotomineos

Principais areas

Reservatorio

Manifestacbes da

Leishmania (L) (Phlebotomus [P] afetadas doenca
ou Lutzomyia [L])
L. aethiopica P. longipes, P. Eti6pia, Quénia Hyraxes Cutéaneo, difuso,
pedifer mucoso
L. amazonensis L. flaviscutellata Leste dos Andes Roedores Cutanea,
disseminada
L. braziliensis L. ovallesi L. Leste e oeste dos Roedores, Cutaneo, mucoso
wellcomei L. neivai Andes marsupiais
L. whitmani cachorro
L. donovani P. argentipes India, Bangladesh, = Humano Visceral
Nepal Butdo
P. martini P. Sudao, Etiopia
orientalis
L. guyanensis L. umbratilis Leste dos Andes Edentado Cuténeo, mucoso
arboricola
mamiferos
L. infantum (o P. ariasi P. Regiao Cachorro Visceral, cutaneo
mesmo que L. perniciosus mediterranea
chagasii no Novo
Mundo)
L. longipalpis América latina
L. major P. duboscaqi Africa Subsaariana  Roedores, gerbos, Cutaneo
roedores
P. papatasi Norte da Africa,
Oriente Médio
Ird, Paquistdo, india
L. mexicana L. olmeca olmeca oeste dos Andes Roedores, Cuténeo, difuso,
marsupiais Mmucoso

L. panamensis

L. peruviana

L. tropica

Nenhum provado

Nenhum provado

P. sergenti

P. arabicus P.

guggisbergi

Oeste dos Andes

Peru

Norte da Africa,
Oriente Médio,

Ird, Afeganistao
Africa do Norte e
Subsaariana

Endentado arbéreo
mamiferos
Roedores,
marsupiais
cachorro

Humano

Hyraxes

Cutéaneo, mucoso

Cuténeo, mucoso

Cuténeo

Fonte: Adaptado de Pace, 2014.
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Leishmaniaspp. sdo parasitas heteroxenos que se desenvolvem como

promastigotas (Figura 2A) nointestino de flebotomineos e como amastigotas (Figura

2B) intracelulares nos macrofagos de hospedeiros vertebrados (REAL, 2013).

Figura 2 — Esquema ilustrativo da morfologia de L. amazonensis nos diferentes estagios de
desenvolvimento. Neste modelo estéo representadas as organelas das diferentes formas do parasita.

A: Amastigota; B: Promastigota.
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Fonte: Adaptado de: Teixeira, 2013.

A infeccao iniciaquando um flebotomineo portador do protozoario Leishmania

pica um hospedeiro humano, ou outro mamifero, para realizar a hematofagia (Figura

3) (TEIXEIRA, 2013). Os flebotomineos, assim como os tabanideos, simulideos e

moscas picadoras, possuem pecas bucais para rasgar, dilacerar ou cortar a pele, e

em seguida sugar o sangue do po¢o hemorragico formado. Este processo é chamado

de telmatofagia ou pool-feeder. ApOs penetracdo das pecas bucais na pele do

hospedeiro e a localizagdo do sangue, ocorre a fase de ingurgitamento, na qual o
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alimento entra no canal alimentar. Os insetos apresentam bombas de succéo
localizadas na sua cabeca que transferem o sangue do hospedeiro para o intestino
médio. Junto as bombas alimentares é possivel observar a liberacao de saliva durante
a alimentacéo pelos insetos hemat6fagos (MASUDA, RAMOS e WINTER, 2012).

Durante o repasto sanguineo, o inseto vetor regurgita as formas promastigotas
metaciclicas juntamente com varios componentes salivares chamados sialogeninas,
que possuem propriedades anti-hemostaticas, anti-inflamatérias e
imunomoduladoras, que ajudam a contornar esse ambiente hostil do hospedeiroe a
finalizar com sucesso a hematofagia. Estes componentes induzem uma rapida
infiltracdo de neutrofilos e o recrutamento de macrofagos para a pele (LESTINOVA et
al., 2017).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células a migrarem para o sitio de infeccéo,
onde sao capazes de fagocitar promastigotas de Leishmania por mecanismos
dependentes ou independentes de opsoninas e complemento (GUEIRARD et al.,
2008). No entanto, outros tipos de células como células de Langerhans e fibroblastos
também podem ser infectados. Este primeiro passo de interacdo com células
hospedeiras € exemplificado na Figura 3, utilizando neutr6filos e macréfagos. Ambos
envolvem reconhecimento e adeséo, seguidos de sinalizacdo e invasado. Acredita-se
que os neutrofilos desempenhem um papel importante agindo como um “cavalo de
Tréia”, enquanto os macréfagos sao importantes para o estabelecimento final e
amplificagéo da infeccao (TEIXEIRA, 2013).

Laskay et al. (2003) e Peters et al. (2008) observaram que o fagossomo do
neutrofilondo possui atividade anti-leishmania, permitindo a sobrevivénciado parasita
no interior do vacuolo. Dentro do vacuolo, a Leishmania realiza o bloqueio dainducgéo
do estresse oxidativo, propicia o aumento do tempo de vida e a producao de
interleucina 8 (IL-8) por parte dos neutréfilos, com o intuito de atrair outras células
(LAUFS et al., 2002; AGA et al.,, 2002; LASKAY et al, 2003). Dessa forma, os
neutréfilosinfectados entram em processo de apoptose, e em seguidaséao fagocitados
por macrofagos ndo ativados, possibilitando a entrada do parasita e o estabelecimento
da infeccao (LASKAY etal, 2003).

O parasita se liga a superficie da célula hospedeira através do flagelo ou do
corpo celular. Essa adeséo envolve o reconhecimento de moléculas expostas na
superficie do parasita, como lipofosfoglicanos (LPGs) e a glicoproteina gp63. Estas

moléculas se ligam a diferentes receptores presentes na superficie dos macréfagos,
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incluindo receptores do complemento (CR1 e CR3), receptores de manose (RM),
receptores de fibronectina (FnRs). O processo de internalizagdo via fagocitose
comeca com a formacéo de pseudodpodes. Assim, o parasita se liga a superficie do
macréfago e € entdo internalizado em um vacuolo conhecido como vacuolo
parasitéforo (VP) (TEIXEIRA, 2013).

Os macréfagos estdo diretamente incluidos no processo de resposta a infeccao
por Leishmania, visto que esta necessita do tipo de resposta imune estabelecida pelo
hospedeiro (Th1l ou Th2), e da habilidade das células para eliminar os parasitas. A
resposta de Th1l é representada pela imunidade celular que consente a ativagdo dos
macréfagos pela producéo de interferon gama (IFNy) e a expressdo de NOS2, em
contrapartida na resposta por Th2 predomina a resposta humoral néo efetiva contra
Leishmanialevando a producéo de IL-4 e IL-10 (CORRALIZA et al., 1995; INIESTA et
al., 2002).

No VP, o promastigota metaciclico se transforma em um amastigota. Alguns
dos amastigotas ficam presos a membrana do vacuolo, enquanto outros permanecem
livres no vacuolo e comecam a proliferar, dividindo-se varias vezes. Ap6s uma
multiplicacdo intensa, a membrana do macréfago se rompe, liberando assim os
amastigotas no tecido; esses amastigotas podem invadir novos macréfagos ou serem
ingeridos por um novo flebotomineo fémea. E importante ressaltar que, durante a
infeccdo por L. amazonensis, os amastigotas se multiplicam dentro de um VP muito
grande, que contém muitos parasitas ligados & membrana do vacuolo. Em outras
espécies, incluindo todas as cepas do Velho Mundo, bem como todas as espécies de
Viannia, os amastigotas permanecem segregados dentro de seu proprio VP pequeno
e estrito apds cada divisao (TEIXEIRA, 2013).

Apesar de os neutréfilos (CHARMOY etal., 2010) e os macréfagos (FARAH et
al. 1975; UENO e WILSON, 2012) serem os principais alvos de infeccéo da
Leishmania quando esta € inoculada no hospedeiro mamifero, ja foi reportada a
infeccao deste parasita em outros tipos celulares, como os fibroblastos (BOGDAN et
al., 2000). Os fibroblastos fazem parte do conjunto de células que compdem o tecido
conjuntivo, e tém sido atribuido a esta célula a capacidade de internalizar
promastigotas de varias espécies de Leishmania,além de possibilitara transformacéo
do parasita para a forma amastigota nointeriorda célula(CHANGet al., 1978; DEDET
et al., 1983; SCHWARTZMAN e PEARSON 1985).
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Figura 3 —Esquema ilustrativo do ciclo de vida da L. amazonenses. (1) O inseto fémea do mosquito
pica um mamifero infectado durante sua alimentacdo. (2) Macréfagos infectados com formas
amastigotas. (3) Forma amastigota. (4) Os amastigotas se transformam em promastigotas pré -ciclicos.
(5) Os promastigotas prociclicos se multiplicam no intestino médio. (6) Promastigotas migram em
direcdo a vélvula estomodeal no intestino anterior e reiniciam a divisao celular. (7) Promastigotas se
transformam em promastigotas metaciclicas infecciosas. (8) O fleb6tomo fémealibera os promastigotas
metaciclicos em um novo hospedeiro mamifero via regurgitacdo durante a refeicdo de sangue. (9)
Promastigotas Metaciclicos. (10) Promastigotas metaciclicos infectam macréfagos. (11) Promastigotas
metaciclicas se transformam em amastigotas. (12) Os amastigotas se ligam & membrana do vacuolo
parasit6foro. (13) Amastigotas se multiplicam no vacuolo. (14) Intensa multiplicacdo amastigota. (15)
Amastigotas irompem a célula. (16) Forma amastigota. (17) Um amastigota infecta um macréfago. Na
porcéo central dafigura, adicionamos os reservatdrios mais importantes envolvidos na manutencao do
parasita.

Estagios no inseto vetor

Estagios{nolhospedeiroivertebrado

Fonte: Adaptado de: Teixeira, 2013.
A infeccao de células nao-fagocitarias que ndo produzem uma resposta imune
pode ser um mecanismo de evasdo do parasita para sobreviver a resposta realizada

por células do sistema imune. No estudo de Bogdan et al. (2000) foram identificados
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fibroblastos de nddulos linfaticos como uma das principais células hospedeiras
durante a fase latente da leishmaniose, devido ao fato de ser um ambiente menos
hostil & resposta imune, permitindo a persisténcia dos parasitas. Hespanhol et al.
(2005) sugeriram a participacdo do RM na internalizagdo dos promastigotas nos
fibroblastos, assim como ocorre nos macrofagos.

A infeccdo do hospedeiro invertebrado comeca quando um inseto fémea pica
um mamifero infectado durante sua refeicdo. A fémea usa suas estruturas orais para
perfurar a pele, lacerar os capilares e formar uma poca hemorragica; a partir disso,
ingere sangue contendo macrofagos infectados com amastigotas. O sangue ingerido
é imediatamente envolvido pela matriz peritrofica (MP), secretada pelo epitélio
intestinal e composta de quitina, proteinas e glicoproteinas (SECUNDINO etal., 2005),
e digerido no intestino abdominal do inseto. Neste novo ambiente, amastigotas
agrupam-se formando aglomerados ou “ninhos de amastigota”, onde permanecem
protegidos pela MP de enzimas digestivas. Neste ambiente, os amastigotas entéo se
diferenciam em uma forma replicativa chamada promastigotas prociclicos. Durante a
diferenciacéo, formas intermediarias entre as formas amastigotas e promastigotas sao
mais suscetiveis a morte por enzimas digestivas encontradas no ambiente intestinal.
Posteriormente, a porcdo anterior do MP decompde-se e 0s parasitas sdo liberados
no epitélio do intestino médio do inseto (TEIXEIRA, 2013).

Os promastigotas se dividem por fissdo bindria e se ligam as microvilosidades
do epitélio do intestino médio. Essa adesédo ocorre predominantemente em toda a
regido do flagelo e envolve a participacdo de um LPG exposto na superficie da
promastigota. Quando os parasitas se desprendem do epitélio, os promastigotas
migram em direcdo a valvula estomodeal localizada no intestino anterior onde se
concentram e reiniciam a divisdo celular. Estes séo responsaveis pela producao e
secrecdo de um gel, chamado promastigote secretory gel (PSG) que age como um
tampédo obstruindo o intestino médio e a faringe. Durante a producéo do PSG os
parasitas comecam a se diferenciar em formas promastigotas metaciclicas
infecciosas. Esse processo de diferenciacdo € chamado de metaciclogénese.
Parasitas causam danos a valvula estomodeal, interferindo assim em sua funcéo e
facilitando o refluxo dos parasitas do intestino médio toracico. Consequentemente,
durante as subsequentes picadas de insetos, as formas promastigotas metaciclicas
infecciosas sdo liberadas e podem assim infectar um novo hospedeiro mamifero
(TEIXEIRA, 2013).
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2.4.Caracteristicas clinicas

As manifestacdes da infeccdo por Leishmania podem variar de doenca
assintomatica a clinicamente manifestada que pode permanecer localizadana pele ou
disseminar-se para as membranas mucosas orais e respiratorias superiores ou por
todo o sistema reticulo-endotelial (PACE, 2014).

A LV é endémica em mais de 60 paises ao redor do mundo. Em 2015, mais de
90% de todos os casos documentados vieram dos sete paises a seqguir: Brasil, Etiopia,
india, Quénia, Somalia, Suddodo Sule Sudido (BURZA, CROFT e BOELAERT, 2018;
WILHELM et al., 2019). A incidéncia mundial esta atualmente em declinio. Cerca de
200.000 a 400.000 novos casos ocorreram em todo o mundo em 2012 e apenas
50.000 a 90.000 em 2017. No entanto, a incidéncia varia de forma ciclica, com picos
de incidénciaacada 8 a 15 anos. Portanto, um aumento ciclico naincidéncia parece
provavel, especialmente porque os fatores de risco para doencas (por exemplo,
HIV/AIDS e migracdo de pessoas ndo imunes para areas endémicas) persistem
(BURZA, CROFT e BOELAERT, 2018; WILHELM et al., 2019).

Caracterizam a LV o0s sintomas de febre irregular persistente
e esplenomegalia. A pancitopenia a hepatomegalia, a hipergamaglobulinemia e a
perda de peso sao comuns, principalmente em pacientes que apresentam atraso em
seu desenvolvimento. Adesnutricdo agudaesta associada a uma alta carga
parasitaria, principalmente em crian¢aspequenas (HARHAY etal.,2011), embora ndo
esteja claro se esse efeito € causa ou consequéncia de um estado nutricional ruim
(ZACARIAS et al., 2017). O inicioda LV pode ser agudo ou insidioso, e o periodo de
incubacéo é de 2 semanas a 8 meses. Sem tratamento, a doenca € tipicamente fatal
dentro de 2 anos como resultado de infeccao bacteriana secundaria ou anemia
grave. No entanto, as pessoas infectadas podem desenvolversintomas somente anos
apos a infeccdo, quando se tornam imunossuprimidas (READY, 2014; BURZA,
CROFT e BOELAERT, 2018).

A coinfeccdo pelo HIV é um dos principais desafios para o controle da
leishmaniose visceral. O HIV foi responséavel pelo ressurgimento da leishmaniose
visceral no sul da Europa no final dos anos 90. No Brasil e na India, agora s&o
relatadas coinfec¢des de até 6% dos pacientes (BRASIL, 2011; BURZA et al.,

2014), enquanto na Etidpia até 18% dos pacientes que apresentam LV em areas
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endémicas sdo coinfecgdes (YIMER et al., 2014; BURZA, CROFT e BOELAERT,
2018).

O HIV e a Leishmania compartilham um mecanismo imunopatolégico comum
que envolve macréfagos e células dendriticas, resultando em progressao acelerada
de ambas as doengas devido ao aumento da replicagéo de patdogenos (MOCK et al.,
2012). Qualquer forma de leishmaniose visceral em uma pessoa infectada pelo HIV
deve ser considerada uma doenga definidora de AIDS em estagio 4, embora as
diretrizes atuais da OMS para o estadiamento do HIV mencionem apenas
leishmaniose disseminada atipica (BURZA, CROFT e BOELAERT, 2018). A testagem
para HIV deve ser obrigatéria em todos os pacientes que apresentam leishmaniose
visceral, embora seja recomendado o rastreamento de leishmaniose visceral em
pacientes com HIV vivendo em areas endémicas. Esses pacientes apresentam
manifestagbes mais graves e atipicas da leishmaniose visceral, exigindo diferentes
abordagens diagnésticas e de manejo; por exemplo, na Africa Oriental, os testes de
diagnéstico rapido demonstraram ser menos sensiveis em pacientes HIV positivos do
que em pacientes HIV negativos (TER HORST et al., 2009), enquanto a precisdo dos
pacientes coinfeccdes no subcontinente indiano ainda nao foi estabelecida
(BOELAERT etal., 2014; BURZA, CROFT e BOELAERT, 2018).

A leishmaniose disseminada atipica pode se apresentar com parasitas isolados
da mucosa gastrointestinal, do trato respiratério e do figado (EJARA et al., 2010). Na
india, metade dos pacientes diagnosticados com coinfecgdo néo estavam cientes de
seu status de HIV (BURZAet al., 2014), enquanto a leishmaniose pode ser facilmente
confundida com a maioria de infec¢des oportunistas relacionadas ao HIV (LINDOSO
et al., 2016).

A leishmaniose cutadnea pés-calazar (PKDL) é uma dermatose que complica
entre 10% e 60% das LV causadas por L. donovani na Asia (india, Nepal e
Bangladesh) e na Africa Oriental (Suddo e Etiopia), respectivamente, com seu
espectro clinico variando entre as duas regides (DESJEUX, 2004). Raramente é
observado em pessoas infectadas com L infantum, mas, quando visto, & tipico
naqueles imunocomprometidos (STARK et al., 2006). No Suddo PKDL é vista
principalmente em crianc¢as, enquanto na india, adultos jovens s&o mais comumente
afetados. A doencaocorre meses a anosapos o tratamento da LV (ambas as regifes),
durante o tratamento (Sud&o) ou as vezes na auséncia de qualquer evidéncia de

visceralizagdo. Se manifesta como uma erupg¢ao cutaneana face, tronco e membros
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gue além de variar de macular a papular, a nodular e a placas, também varia em
gravidade (Figura4) (ZIJLSTRA, 2001). PKDL é resultado de uma reag&o imunoldgica
aos parasitas de Leishmania que estdo persistindo dentro da pele e fornece um
reservatorio para a transmissdo. Casos leves de PKDL no Sudao podem se resolver
espontaneamente dentro de um ano, mas na Asia o tratamento é indicado para todos
os casos (DESJEUX, 2004).

A preservacdo da sensagédo distingue essas lesdes da hanseniase. Para a
PKDL na Africa, um sistema de classificacéo foi desenvolvido (Tabela 2) (ZIJLSTRA

etal., 2003; ZIJLSTRA, 2014); mas esse sistema de classificacdo ndo existe na Asia.

Figura 4 — Manifesta¢des clinicas em Leishmaniose. Paciente do sexo feminino (A) e crianga (B)
com exantema maculopapular eritematoso e paciente com macula hipopigmentada (C) devido a PKDL.

Fonte: Burza, Croft e Boelaert, 2018.
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Quadro 2 —Sistema de classificacio para leishmaniose dérmica pos-cala-azar na Africa Oriental.

Erupc¢éo maculopapular ou nodular dispersa na
Grau 1 face, com ou sem lesdes na parte superior do
peito ou nos bragos

Erupcéo maculopapular ou nodular densa

Grau 2 que/cobre a maior parte da face e se estende ao
térax, costas, bracos e pernas, com apenas
lesBes dispersas nos antebragos e pernas

Erupc¢éo maculopapular ou nodular densa
gue cobre a maior parte do corpo, incluindo
maos e pés; a mucosa dos labios e palato pode
estar envolvida

Grau 3

Fonte: ZIJLSTRA et al., 2003; ZIJLSTRA, 2014.

A leishmaniose cutdnea ndo apresenta risco de vida, mas pode levar a
morbidade estética substancial, estigmatizacao social (BENNIS et al., 2017) e efeitos
psicoldgicos (YANIK et al., 2004). Quando sintomatica a aparéncia e a extensdo das
lesdes cutaneas apos a infeccdo por Leishmania variam dependendo das espécies,
bem como dos fatores genéticos do hospedeiro e da extensdo da ativacao
imunoldgica. A LC geralmente ocorre em areas expostas acessiveis aos flebétomos,
como o rosto, pescoco e membros. No Velho Mundo, o LC manifesta-se inicialmente
como uma papulaindolor que progride ao longo de semanas ou meses até um noédulo
com uma crosta central, que € uma ulcera seca endurecida (Figura5) (AARA, 2013).
Em geral, os pacientes permanecem sistemicamente bem, e as lesdes, embora as
vezes com coceira, ndo geram a dor que pode ser esperada pelo aparecimento
(BURZA, CROFT e BOELAERT, 2018). As lesbes causadas porL. tropicae L.
major geralmente regridem em um ano, mas tendem a deixar cicatrizes
permanentes. As lesbes de L. aethiopica (FIKRE et al., 2017) levam anos para
cicatrizar e podem evoluir para leishmaniose mucocutanea oronasal grave (Figura 6)
e formas difusas de leishmaniose cutanea.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673618312042?via%3Dihub#bib85
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Figura 5 — Manifestagdo clinica de um nédulo com crosta central na LC.

Fonte: Burza, Croft e Boelaert, 2018.

Figura 6 — Leishmaniose mucocutanea oronasal grave em um homem de 73 anos com histéria
de viagem ao Panama. (A) Uma lesdo que afeta a narina direita e labio superior. (B) LesGes que
afetam a Gvula e o palato mole adjacente.

Fonte: Burza, Croft e Boelaert, 2018.

As lesbGes de leishmaniose cutanea sao frequentemente confundidas
com furdnculos. Dependendo do contexto, os médicos também devem considerar
a paracoccidioidomicose, histiplasmose cutédnea, esporotricose, infeccdo por
Balamuthia mandrilaris, infec¢des por micobactérias, cromoblastomicose, neoplasias
cutaneas e infeccdes cutaneas bacterianas parcialmente cicatrizadas como
diagnostico diferencial (DAVID e CRAFT, 2009).

A LC no Novo Mundo tem varios padrbes e é menos provavel que se resolva
sem tratamento. A progressdo ap0s uma picada de fleb6tomo é semelhante & do

Velho Mundo, exceto que o nddulo pode se manifestar como Ulcera Umida que pode



34

estar associada a linfadenite localizada ou linfadenopatia (BLANCO et al., 2013). Na
América Latina, as lesdes cutdneas podem se disseminar e se manifestar como
multiplas lesbes cutaneas ndo ulceradas elevadas ou infiltrados que podem ser muito
extensos (com até centenas de lesdes) e de gravidade variavel (LCD) (BLANCO et
al., 2013; PANIZ MONDOLFI, 2013) dependendo do grau de ativagdo da resposta
imune celular subjacente.

As variantes mais raras da leishmaniose cutanea - leishmaniose cutanea
difusa, leishmaniose cutanea disseminada e leishmaniose recidivans - se
correlacionam com um espectro subjacente de respostas imunes contrastantes
(SCOTT e NOVAIS, 2016). A leishmaniose cutanea difusa é causada por L.
amazonensis, L. aethiopica ou L. mexicana e desenvolve-se como multiplas papulas
e noédulos ndo ulcerados e nao dolorosos, que se assemelham a hanseniase
lepromatosa. A condicaoreflete a ausénciade uma resposta imune celular,e a derme
€ tipicamente infiltrada por uma grande quantidade de parasitas. A leishmaniose
cutaneadisseminada € vista na América Latina, e € definida por dez ou mais lesGes
localizadas em duas ou mais partes do corpo. O envolvimento da mucosa é
frequente. Histologicamente, existem poucos parasitas nas lesdes, e a leishmaniose
cutanea disseminada esta associada a umteste cutaneo para Leishmanina positivo e
a anticorpos antileishmaniais (HASHIGUCHI et al., 2016). A leishmaniose recidivans
apresenta-se como novas lesdes ao redor da cicatriz antiga, originada de uma LC
causada por L. tropica, que podem se expandir progressivamente. As lesfes séao
intensamente infiltradas com linfocitos. Essa manifestacdo pode ser confundida
com tuberculose cutanea. A imunossupressao € um fator de risco para leishmaniose
cutaneadifusa e disseminada (VAN GRIENSVEN et al., 2014).

A disseminacao linfatica ou hematogénica do parasita Leishmania de uma
lesdo cutédnea, concomitantemente ou meses a anos mais tarde, pode resultar em
infeccdo da mucosa oral e do trato respiratério superior. As lesbes da mucosa
causadaspor espécies do Velho Mundo sdo raras, mas podem ter sido relatadas como
envolvendo mucosasbucaisou laringeasemidosos e imunocomprometidos (FSADN],
2007). No Novo Mundo, a leishmaniose muco-cutanea se manifestacomo nddulos e
infiltrados da cartilagem nasal levando ao bloqueio da mucosa, narinas, destruicdo do
septo nasal e colapso nasal (GUERRA, 2015) A faringe, o palato, o l1abio superiore a
laringe também podem ser afetados o que pode resultar em grave destruicao tecidual
e grande desfiguracado (AMATO, 2010).
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2.5.Métodos de Diagnéstico

O diagnostico clinico-epidemioldgico baseia-se na coleta de informagdes
primarias, como uma breve conversa com o paciente afim de avaliar a gravidade dos
sinais e sintomas, além da andlise das caracteristicas das lesdes. A reunido desses
dados é umindicativo de qual tipo de leishmaniose se trata e seus possiveis agentes,
porém para a confirmacgéo se faz necessario a realizagdo do diagnostico laboratorial
(GONTIJO e CARVALHO, 2003).

O diagnostico laboratorial engloba dois grupos principais de exames: 0S
exames parasitologicos e o0s exames imunoldgicos. Dentro dos exames
parasitolégicos sdo feitas as buscas pelo parasita através de técnicas diretas ou
indiretas (BRASIL, 2017).

A demonstracao direta do parasita € a primeira escolha por se tratar de um
exame rapido, facil e barato. Faz-se a pesquisa direta de formas amastigotas, o
material da lesdo € obtido através de escarificacdo, aspiracdo ou bidpsia da borda,
corado pelo Giemsa ou Leishman. Quanto mais recente a lesdo maior as chances de
encontrar o parasita (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

No isolamento em meio de cultivo o material obtido da biopsia da borda é
inoculado em meios de cultura (Neal, Novy e Nicolle (NNN) e Liver Infusion Triptose
(LIT), entre 24°C e 26°C). A partir do quinto dia jA é possivel encontrar formas
promastigotas. (BRASIL, 2017).

O isolamento in vivo é um método pouco utilizado por ser complexo, caro e
demorado, apesar de altamente sensivel. Nele o material € obtido por biopsia ou
raspado da lesdo é inoculado em hamster (Mesocricetus auratus), as lesdes se
desenvolvema partir de 1 més e o animal deve ser acompanhadodetrés a seis meses
(BRASIL, 2017).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € altamente sensivel e especifica,
mas pouco utilizado pelo seu alto custo e necessidade de uma infraestrutura especial,
além da alta chance de contaminacdo durante o processo. E uma técnica de
amplificacdo do DNA, e permite que o material genético do parasita seja detectado
mesmo em baixas cargas (BRASIL, 2017).

No grupo de exames Imunoldgicos sdo realizados a Intradermorreacdo de

Montenegro (IDRM), onde um antigeno padronizado € injetado na face flexora do
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antebraco do paciente. Para LC, apds um ou dois dias, o resultado € positivo quando
ha endurecimento da &rea de tamanho igual ou superiora 5mm. Reacdes soroldgicas
também séo utilizadas e dentre elas a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
€ a mais comum, € relativamente sensivel, mas pode haver reagdo cruzada entre a
LC e a doencade Chagasou a LV (GONTIJO e CARVALHO, 2003).

2.6. Aspectos epidemiolégicos

As epidemias recorrentes de LV na Africa Oriental (Etiopia, Quénia, Sud&o do
Sul e Sudéao) causaram alta morbidade e mortalidade nas comunidades afetadas. Da
mesma forma, grandes epidemias de leishmaniose cutaneaafetaramdiferentes partes
do Afeganistdo e da Republica Arabe da Siria. Em 2014, mais de 90% dos novos
casos notificados & WHO ocorreram em seis paises: Brasil, Eti6pia, India, Somalia,
Sudao do Sul e Sudéo, paises pobres e subdesenvolvidos nos quais prevalecem as
doencas negligenciadas (WHO, 2018).

Na regido da Asia do Sudeste de acordo com a WHO (2018), o programa de
eliminacdode LV esta progredindo satisfatoriamente, e paises como Bangladesh, que
reportaram mais de 9.000 casos em 2006, registraram uma media de cerca de 600
novos casos em 2014-2015. A maioria dos casos de LC ocorre no Afeganistéo, na
Argélia, no Brasil, na Colémbia, na Republica Islamica do Ird, no Paquistédo, no Peru,
na Arabia Saudita e na Republica Arabe da Siria. A epidemiologia da leishmaniose
tegumentar na Regido das Américas é complexa, com variacdes intra e
interespecificas nos ciclos de transmisséo, hospedeiros reservatorios, vetores de
flebotomineos, manifestacdes clinicas e resposta a terapia, e multiplas espécies de
Leishmania circulantes na mesma area geografica. Quase 90% dos casos de
leishmaniose mucocuténea ocorrem no Estado Plurinacional da Bolivia, Brasil e Peru
(WHO, 2018).

Segundoo Global Health Observatory (2019) o Brasil € um pais endémico para
LC e LV, assim como outros paises (Figura 7 e 8), sendo em 2018 o nimero de casos
reportados de LC 16651 e de LV 3460.
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Figura 7 — Status de endemicidade de leishmaniose cutanea (2018).
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Fonte: Global Health Observatory, 2019.

Figura 8 — Status de endemicidade de leishmaniose viceral (2018)
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2.7.Quimioterapia

O controle das leishmanioses esta baseado em medidas profilaticas de
combate ao vetor e no exterminio de caes infectados, que sdo reservatérios de
parasitas em areas peridomiciliares, bem como no tratamento dos individuos
infectados com diversos farmacos disponiveis no mercado mundial. Entretanto, tais
farmacos apresentam uma série de problemas, como resisténcia do parasita e
inducao de efeitos colaterais, que limitam a utilizacdo e, principalmente, a eficacia
deles (SOARES-BEZERRA etal., 2004).

Os farmacos de primeira escolhapara o tratamento de Leishmaniosestém sido
até hoje os antimoniais pentavalentes (Sb5+). Foram usados pela primeira vez pelo
meédico brasileiro Gaspar Vianna, em 1912, na sua forma trivalente (antiménio

trivalente — Sb3+), o chamado tartaro emético (tartarato de potassio e antimoénio),



38

obtendo algum sucesso, visto que naquela época 90% dos casos evoluiam para o
Obito por ndo haver tratamento (LAINSON, 1997). No entanto, esta formulacdo
apresentava toxicidade, ocasionandotosse, dor no peito e depressao. Além disso, era
de dificil administracdo. Em 1937, Smith introduziu a utiliza¢éo do estibogluconato de
sédio (Pentostan®, um medicamento derivado do acido estibdnico, em que o
antiménio esta na forma pentavalente, Sb5+). Desta forma, houve reducao de alguns
efeitos colaterais e da toxicidade em relagdo tartaro emético. Este medicamento
constituiu o tratamento padréao para LV a partir de 1940, no entanto, seu potencial de
toxicidade, bem como as crescentes taxas de resisténcia observada na Europa, Asia
e América do Sul nas ultimas duas décadas levou ao uso de medicamentos
alternativos, como anfotericina B e seus derivados lipossémicos (CROFT, 2003).

A anfotericina B (deoxicolato) é um antibidtico poliénico com atividade
antifungica e leishmanicida. Leishmania e fungos contém ergosterol como principal
constituinte de suas membranas plasmaticas ao invés do colesterol das membranas
de células animais. Este lipideo é um esterdide de 28 carbonos (C-28), duplaligacao
em C22 e uma metila em C-24. O mecanismo de acédo da anfotericina B decorre de
sua ligacdo ao ergosterol, com consequente alteracdo de permeabilidade de
membrana e do equilibrio osmotico do parasita (SAHA, 1986; OLLIARO, BRYCESON,
1993). O uso clinico de anfotericina B € recomendado para os casos graves de
leishmaniose ndoresponsivaaotratamento convencional, com ameaca de morte. Seu
uso é bastante restrito devido aos inUmeros efeitos toxicos que apresenta, como febre,
calafrios, hipotensao ou hipertenséo, diminuicao da funcao renal e dos niveis séricos
de potassio (BERMAN, 1998).

Hexadecilfosfocolina ou miltefosina é uma alquilfosfocolina desenvolvida
originalmente para o tratamento do cancer (UNGER, 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, 2003) e atualmente desponta como a melhor alternativa
para o tratamento da LV, uma vez que o farmaco pode ser administrado por via oral,
ao contrario de outros (SUNDAR, JHA, 1999). Estudos experimentais in vitro e in vivo
mostraram a eficacia deste farmaco para o tratamento de infec¢des por L. donovani
(CROFT,1996; LE FICHOUX,1998). O desenvolvimento da miltefosina foi um grande
avanco no tratamento da LV (PALUMBO, 2008). Seguindo os precos diferenciados

das formulacgdes lipidicas da anfotericina B, esses séo agora preferidos ndo apenas



39

na Europa, mas também em paises em desenvolvimento, devido a drastica reducéo
resultante na permanéncia hospitalar e perfil de seguranca mais favoravel (SUNDAR
et al., 2013).

A LC do Velho Mundo pode ser observada com expectativa, embora o
tratamento seja geralmente considerado para lesBes multiplas ou grandes ou
potencialmente desfigurantes. O tratamento é geralmente oferecido para lesdes do
Novo Mundo, que provavelmente ndo cicatrizam espontaneamente. Termoterapia,
crioterapia, injecdes intralesionais de antimoniais ou aplicagéo topica de creme de
paromomicinaséo opc¢des terapéuticas alternativas cuja eficaciavaria entre diferentes
espécies de Leishmania. A terapia sisttmica é considerada para lesdes

grandes/difusas ou para doenca mucocutanea/PKDL (SUNDAR etal., 2013).

2.8. Metalocomplexos

Os metalocomplexos sdo compostos por metais de transicdo, coordenados
com farmacos. Os mesmos apresentam possibilidades de coordenacéo e geometrias
com o ligante (farmaco), variedade de estados de oxidacdo e grande diversidade
estrutural (VAN RIJT e SADLER, 2009).

Esta coordenacdo permite a interacdo com o alvo molecular especifico,
principalmente com moléculas biolégicas (FRICKER, 2007), possibilitando o aumento
da lipofilicidade do farmaco apos sua coordenacao a um metal, facilitando apassagem
do composto através das membranas biolégicas (AHMAD, 2006; BRUIININCX e
SADLER, 2008).

Devido a essas caracteristicas de aumento de lipofilicidade, degradacéo das
organelas e morte celular, diferentes aplicacdes bioldégicas de complexos metalicos
tém sido atualmente estudadas (TAN, 2000; WRIGHT e SUTHERLAND, 2007), como
a coordenacédo de metais a antibiéticos, considerando principalmente a possibilidade
de melhoria nas atividades biolégicas das drogas, e ponderando sobre os niveis
baixos de toxicidade dos complexos. Assim, estes complexos podem ser
considerados novos e potenciais compostos a serem testados contra diferentes
patogenias (ROCHA, 2011).

A atividade de compostos metalicos contra protozodrios, bactérias e fungostém
sido amplamente abordados naliteratura. Fricker et al. (2008) investigaram a atividade

dos complexos ciclometalados de ouro (Ill) e paladio (Il) e os complexos oxorénio (V)
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contra cisteino-proteases de mamiferos e parasitas, incluindo Leishmania.As
cisteino-proteases desempenham um papel essencial nos ciclos de vida dos
parasitas, incluindo Schistosoma, Plasmodium,T. brucei, T. cruzi e Leishmania
(SAJID e MCKERROW, 2002) As cisteino-proteases em Leishmania ocorrem em
grandes quantidades nos megassomas, que sao particularmente abundantes em
amastigotas, mas podem ser encontradas em outros compartimentos intracelulares
(UEDA-NAKAMURA, ATTIAS e DE SOUZA, 2001). Estas enzimas desempenham
importantes fungdes na Leishmania como viruléncia, manutencgéo da viabilidade e da
morfologia do parasita, invaséo do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro e
na modulacdo de sua resposta imune (SILVA-LOPEZ, 2010; MOTTRAM, COOMBS e
ALEXANDER, 2004).

Seis complexos foram testados contra as cisteino-proteases dos parasitas, a
cruzaina de T. cruzi e a catepsina B de L. major. Os dois complexos inibidores mais
potentes foram o de rénio (2 (1 H) -pyridinethionato-k S ?) [2,6-bis [(mercapto-k S)
metil] piridina-k N 1] oxorhenium (V) e cloro [2,2 '- (tio-k S) bis [ethanethiolato-k S)]]
oxorhenium (V). Os compostos também foram avaliados em ensaios antiproliferativos
de parasitas. Dois compostos de oxorénio e um composto de composto de
paladio inibiram o crescimento de T. Cruzie o composto de paladio inibiu o
crescimento de promastigotas em trés espécies de Leishmania: L. major, L.
mexicana e L. donovani (FRICKER et al., 2008)

O HmtpO {5-methyl-1,2,4-triazolo[1,5-a] pyrimidin-7(4H) -one} € um derivado
de triazolo-pirimidina, considerado um analogo da hipoxantina, que ocorre
naturalmente. Estes complexos apresentaram efeito sobre o0 metabolismo energético
dos parasitas, causando também degradacdo nas membranas das organelas e morte
celular (RAMIRES-MACIAS, 2011). Complexos de lantanideos 5-methyl-1,2,4-
triazolo[1,5-a] pyrimidin-7(4H) -one (HmtpO), denominados [Ln(mtpO)3(H20)6]
‘QH20 (Ln=La (Ill), Nd (ll1), Eu (i), Gd (1), Tb (1), Dy (lll) e Er (1)) foram utilizados
em testes antiproliferativos in vitro contra atividade de Leishmania spp. e T. cruzi. Sua
atividade in vitro foi semelhante ou excedeu significativamente os demonstrados por
dois dos medicamentos mais utilizados atualmente para o tratamento da leishmaniose
e da doenca de Chagas, Glucantime e benznidazol, respectivamente (CABALLERO
et al., 2014).

Em 2015, Portes et al. descreveu os efeitos citotoxicos do composto de ferro
dinuclear[Fe (HPCINOL) (SO 4)] 2 -p-oxo, no qual HPCINOL é o ligante 1- (bis-piridin-
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2-ilmetil-amino) -3- cloropropan-2-ol, em T. gondii infectando células hospedeiras
LLC-MK2. Este composto nao foi toxico para as células LLC-MK2 em concentracdes
de até 200 uM, mas foi efetivo contra o parasita, com uma concentracdo inibitéria de
50% (ICs0) de 3,6 apds 48 horas de tratamento. A formacédo de cisto foi observada
apos o tratamento. Alteracdes ultraestruturais também foram observadas em T.
gondii, incluindo bolhas e fendas de membrana no citoplasma, com inclustes
semelhantes aos granulos de amilopectina, que normalmente sdo encontradas nos
bradizoitos. Uma analise das vias de morte celularno parasita revelou que o composto
causou uma combinacédo de apoptose e autofagia. Os ensaios de fluorescéncia
demonstraram que o ambiente redox nas células LLC-MK2 se torna oxidante na
presenca do composto de ferro. Além disso, foi observada uma reducédo nas
atividades de superéxido dismutase e catalase nos parasitas tratados e a presenca
de espécies reativas de oxigénio nos vacuolos parasitéforos, indicando uma resposta
protozoaria prejudicada contra esses radicais (PORTES et al., 2015).

Em 2017, dois novos complexos de cobre (ll): [(H2L1) Cu (u-Cl)2 Cu(H2L1)]
Cl2-5H20 (1) e [(H2L2) Cu (u-C)2 Cu(H2L2)]CI2-6H20 (2) foram testados contra T.
gondii. Os complexos (1) e (2) controlaram irreversivelmente o crescimento de
parasitas in vitro, com valores de ICso 0,78uM e 3,57uM, respectivamente, apos 48h.
Esses complexos induziram parte da populacdo de taquizoitas a se converter em
bradizoitas, que morrem eventualmente. Foram observados sinais de apoptose, como
bolhas na membrana e fragmentacéo nuclear, e necrose, como ruptura da membrana
plasmatica, intensa vesiculacdo do citoplasma e liberacédo de contetdo celular. Além
disso, o complexo (2) interferiu na disposi¢céo correta do complexo da membrana
interna do parasita, afetando a diviséo celular (PORTES et al., 2017).

Costa et al. (2017) avaliaram o potencial anti-Leishmania de novos complexos
de ruténio (ll), cis- [Ru" (n ?2-0 2 CR) (dppm) 2] PF 6, com dppm = bis (difenilfosfino)
metano e R = 4-butilbenzoato (bbato) 1, 4- (metiltio) benzoato (mtbato) 2 e 3-hidroxi-
4-metoxibenzoato (hmxbato) 3. Foi avaliada a citotoxicidade em promastigota e seus
efeitos sobre interacdo parasita-hospedeiro. A citotoxicidade dos complexos foi
analisadapelo ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina)
contra promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum e macréfagos de
camundongos (RAW 264.7). O efeito de complexos sobre a interagcdo hospedeiro-
parasita foi avaliado por ensaio de infecciosidade in vitro realizada na presenca de

duas concentracbes diferentes de cada complexo: o valor de IC so para 0s
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promastigotas e a concentracdo ndo toxica para 90% de macréfagos RAW 264.7. Trés
complexos exibiram potente atividade citotoxica contra todas as espécies de
Leishmania testadas. Os valores de ICso variaram de 7,52-12,59uM (complexo
1); 0,70-3,28uM (complexo 2) e 0,52-1,75uM (complexo 3). Todos os complexos
inibiram significativamente o indice de infecciosidade nas duas concentracdes
testadas. As inibicdes de infecciosidade variaram de 37 a 85%. As inibicbes de
infecciosidade resultaram de reduc¢des na porcentagem de macrofagos infectados e
no numero de parasitas por macréfago. Os resultados sugerem notavel atividade
leishmanicida in vitro por esses novos complexos de ruténio (II).

Em 2018, foi avaliada a influéncia da coordenacao da sulfadiazina (SDZ), uma
droga usada no tratamento da toxoplasmose, na atividade biol6gica do complexo de
ferro (Ill) [Fe (HBPCINOL)CI2] -H20, 1, (H2BPCINOL=N-(2-hydroxybenzyl) -N-(2-
pyridylmethyl) (3-chloro) (2-hydroxy) -propylamine). O novo complexo[(Cl)(SDZ)Fe
() (u-BPCINOL)2Fe (Il)(SDZ)(CI)] -2H20, 2, que foi obtido pela reacdo entre o
complexo 1 e SDZ, foi caracterizado usando uma variedade de técnicas fisico-
guimicas. O efeito citotéxico dos complexos e a capacidade do T. gondii de infectar
células LLC-MK2 foram avaliados, e verificou-se que ambos os complexos reduziram
o crescimento de T. gondii e, a0 mesmo tempo, causaram baixa citotoxicidade nas
células hospedeiras. Apds 48 h de tratamento, o complexo 2 reduziu a capacidade do
parasita de proliferar em cerca de 50% com um IC s0 de 1,66 umol / L. Enquanto isso,
0 complexo 1 ou SDZ sozinho causou uma reduc¢éo de 40% na proliferagéo e o SDZ
exibiu um IC 50 de 5,3 uymol / L. Além disso, o tratamento do complexo 2 induziu
alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais distintas nos parasitas e desencadeou a
formacao de formas semelhantes a cistos (PORTES et al., 2018).

Hubin et al. (2019) avaliaram o efeito de diversos complexos com diferentes
nicleos metélicos (Mn 2%, Fe2*, Co?*, Ni?*, Cu?*e Zn?2') contra amastigotas
axénicos de L. donovani e amastigotas intracelulares em células THP-1. Os valores
de IC so e / ou IC 90 mostrou que 10 compostos foram igualmente ativos a cerca de 2
vezes menos potente do que a pentamidina. O composto mais potente tinha um
IC sode 2,82 pM (em comparagdo com 2,93 uM para pentamidina). Nove compostos
eram 1,1 a 13,6 vezes mais potentes que a pentamidina contra os amastigotas
axénicos, sendo o0 mais potente cerca de 2 vezes menos potente que a anfotericina
B. Quatorze compostos eram cerca de 2 a 10 vezes mais potentes que a pentamidina,

0 mais potente é cerca de 2 vezes menos potente que a anfotericina B contra
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amastigotas intracelulares em células THP-1. Os dois compostos mais promissores
(Fe L7 Cl2 e Mn L7 Cl 2), com uma forte atividade contra ambos os promastigotas e
amastigotas e nenhumatoxicidade observavel contra as células THP-1 sdo o Fe 2* -
e Mn 2*-complexos de um derivado de dibenzil cicleno. Apenas 2 dos 44 compostos
apresentaram citotoxicidade observavel contra células THP1.

Santos et al. (2014) avaliaram o efeito antibacteriano de com complexos
metalicos de quercetina flavondide e ions Ga (lll) e ligantes sintéticos H2bbppd e ions
Cu (I) em Pseudomonas fluorescense. A bactéria demonstrou alta sensibilidade aos
compostos testados, sendo eficiente na avaliagdo da atividade antibacteriana. Os
bioensaios com complexos metalicos apresentaram maior efeito inibitorio que seus
ligantes individuais, portanto, indicando aumento da atividade antimicrobiana apos a
coordenacdo. Ambos o0s complexos metalicos exibem bons desempenhos
antimicrobianos, como baixa concentrac&o inibitériaminima (CIM <250 pg/ ml), efeito
bactericida e um amplo espectro de atividade.

Castillo et al. (2016) sintetizaram compostos metalicos com diferentes nucleos
(Co 2, Cu?*e Zn?*) e seus ligantes e testaram seu efeito nas bactérias S. aureus,
MRSA, E. faecalis, B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, E. aerogenes, S. typhimurium
e S. flexneri; nas leveduras: Candida albicans, Candida krusei e Candida parapsilosis
e nos fungos Aspergillus  flavus, Aspergillus  fumigatus, Fusarium
oxysporum e Fusarium solani. Os ensaios mostraram que 0s complexos exibiram
moderada atividade antibacteriana e/ou antifiingica. A atividade antimicrobiana foi
considerada mais ativa para 0os complexos metalicos do que para os ligantes. Os
complexos metalicos que continham cobre e cobalto, respectivamente, exibiram
efeitos antibacterianos e antifingicos notaveis contra todas as cepas bacterianas
testadas. Os valores da concentracao inibitéria minima 50 (MIC s0) estavam na faixa
de 2454-0,7 pg mL 1. Complexos metalicos foram mais eficazes na inibicdo de
bactérias do que fungos.

Turecka et al. (2018) avaliaram a atividade antifingicade complexos de Co ()
com ligantes de diamina quelato contra um amplo espectro de espécies de
Candida. Os compostos analisados revelaram atividade antifungica significativa para
cepas selecionadas de espécies de Candida; [CoCl 2 (dap)2] Cl (1) e [CoCl 2 (en) 2] CI
(2) foram mais eficazes do que o cetoconazol. Seu provavel mecanismo de acdo néo
envolveu a parede celular ou a ligacdo ao ergosterol. A atividade antifingica do

cetoconazol aumentou em combinagdo com os complexos testados de Co (Ill). Foram
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observados danos a membrana mitocondrial e a membrana do reticulo
endoplasmatico, sendo este efeito observado por microscopia eletrbnica de
transmissdo. Os complexos de Co (lll) com ligantes de diamina quelato ndo sao

toxicos em concentracdes ativas contra espécies de Candida.

2.9. Analise in silico dos parametros preditivos

Para ser eficaz como uma droga, uma molécula potente deve atingir seu alvo
Nno corpo em concentragcao suficiente e permanecer em uma forma bioativa por tempo
suficiente para que 0s eventos bioldgicos esperados ocorram. Durante 0S processos
de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, que consomem tempo e
recursos, um grande numero de estruturas moleculares é avaliado de acordo com
parametros muito diversos, a fim de orientar a selecdo de quais produtos quimicos
sintetizar, testar e promover, com o objetivo final de identificar aqueles com a melhor
chance de se tornar um medicamento eficaz para os pacientes (DAINA, MICHIELIN e
ZOETE, 2017).

As moléculas devem mostrar alta atividade bioldgica juntamente com baixa
toxicidade. Igualmente importante é o acesso e a concentracdono alvo terapéutico no
organismo. A maneira tradicional de considerar a farmacocinética, isto €, o destino de
um composto terapéutico no organismo, € decompor os varios efeitos que afetam o
acesso ao alvo em parametros individuais. Por sua vez, esses parametros ADME
(Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo) podem ser avaliados
separadamente por métodos dedicados (DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017). Foi
demonstrado que a estimativa precoce de ADME na fase de descoberta reduz
drasticamente a fragdo de falha relacionada a farmacocinética nas fases clinicas
(HAY, THOMAS e CRAIGHEAD, 2014).

Na atualidade, modelos de computador foram adotados como uma alternativa
valida aos procedimentos experimentais para predicdo de ADME, especialmente nas
etapas iniciais, quando as estruturas guimicas investigadas sdo numerosas (DAHLIN,
INGLESE e WALTERS, 2015). Uma grande variedade de métodos in
silicocompartilha o objetivo de prever parametros ADME a partir da estrutura
molecular2. A ferramenta da Web SwissADME é gratuita, e esta disponivel para

acesso no endereco http://www.swissadme.ch. Esta ferramenta oferece acesso a um

conjunto de modelos preditivos rapidos, porém robustos, para propriedades fisico-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5335600/#b3
http://www.swissadme.ch/

45

guimicas, farmacocinética, semelhanca a medicamentos e facilidade de uso de
medicamentos, entre os quais métodos proficientes internos, como o BOILED-Egg,
iILOGP e radar de biodisponibilidade. A ferramenta permite que Especialistas, mas
também né&o especialistas em quiminformatica ou quimica computacional, possam
prever rapidamente parametros-chave para uma colecdo de moléculas para apoiar
seus esfor¢os de descoberta de medicamentos (DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017).

O acesso ao SwissADME em um navegador da Web exibe diretamente a
pagina de envio do SwissADME, onde podem ser inseridas moléculas a serem
estimadas para propriedades de ADME, fisico-quimica, semelhan¢aa medicamentos,
farmacocinética e de compatibilidade com produtos quimicos. A interface desta

ferramenta esta ilustrada abaixo nafigura 9.

Figura 9 — Pagina de envio SwissADME.
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Swigs Insiitute of Blolnformatics - © 2013

Fonte: http://www.swissadme.ch/index.php

E possivel desenhara estruturamolecularutilizando o Marvin JS da ChemAxon

( http://www.chemaxon.com), que também permite ao usuario importar (de um

arquivo ou banco de dados externo) e editar uma estrutura quimica 2D e transferi-lo

para uma lista de moléculas. Esta lista fica localizada ao lado direito da pagina de
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envio, e € a entrada real para o célculo. Nesta lista pode conter mais de uma molécula
a ser analisada. Ele pode ser editado como um texto padrao, permitindo digitar ou
colar SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry Specification), que € uma forma
de representar estruturas quimicas usando caracteres ASCIl (American Standard
Code for Information Interchange), um cdédigo binario (cadeias de bits: 0s e 1s) que
codifica um conjunto de 128 sinais: 95 sinais graficos (letras do alfabeto latino, sinais
de pontuagédo e sinais matematicos) e 33 sinais de controle, utilizando portanto apenas
7 bits para representar todos os seus simbolos (DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Os resultados sdo gerados na mesma pagina da Web, sendo um painel
compilandotodos os valores para cada molécula. Este painel por molécula(Figura 10)
€ encabecado pelo nome da molécula e dividido em secdes diferentes, que contém
os dados de radar de biodisponibilidade, propriedades fisico-quimicas, lipofilicidade,
solubilidade em &agua, farmacocinética, similaridade as drogas e quimica medicinal
(DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Figura 10 — Painel da molécula contendo diferentes parametros analisados.

B SwissADME x  + lelal =]
&« C @ Nioseguro | swissadme.ch/index.php B a ¥ 6 :
BPTUQO0D : y B
Filwith an example | _Crear | [T
Refrieve data: 45 Bl

Fonte: http://www.swissadme.ch/index.php

O radar de biodisponibilidade (Figura 11) considera seis propriedades fisico-
quimicas: lipofilicidade, tamanho, polaridade, solubilidade, flexibilidade e
saturacdo. Uma faixa fisico-quimica em cada eixo foi definida por descritores
adaptados de Ritchie et al. (2011) e Lovering et al. (2009). Esta faixa € representada
como uma area rosa na qual o grafico de radar da molécula deve cair inteiramente
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para ser considerado semelhante a uma droga. Na tabela abaixo (Tabela 1) esta
descrita a faixa ideal para cada propriedade. Para fins de ilustracdo, o composto

analisado na figura 11 é previsto como néo biodisponivel oralmente, porque muito

flexivel e muito polar.

Figura 11 — Radar de biodisponibilidade.

LIPO
FLEX SIZE
INSATU POLAR
INSOLU
Fonte: Daina, Michielin e Zoete, 2017
Tabela 1 - Faixa ideal das propriedades fisico-quimicas analisadas no radar de
biodisponibilidade.
Propriedade fisico-quimica Faixa ideal
Lipofilicidade XLOGP3 entre -0,7 e +5,0
Tamanho Entre 150 e 500 g / mol
Polaridade Entre 20 e 130 A
Solubilidade: log S ndo superior a 6

Fracdo de carbonos na hibridagdo sp3 nédo

Saturagao ] )
inferiora 0,25

Flexibilidade Nao mais que 9

Fonte: Daina, Michielin e Zoete, 2017

Na secdo das propriedades fisico-quimicas sao disponibilizadas diversas
informacgdes, como peso molecular (PM), refratividade molecular (RM), contagem de
tipos especificos de atomos e area de superficie polar (PSA). Os valores sao
calculados com o OpenBabel versdo 2.3.0, um conjunto de ferramentas quimicas de

codigo aberto que fala as muitas linguagens dos dados quimicos (O'BOYLE et al.,
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2011). O PSA é calculado pela técnica fragmentaria denominada area de superficie
polar topoldgica (TPSA), considerando o enxofre e o fésforo como atomos polares
(ERTL et al., 2000). Este descritor se mostrou muito Gtil em muitos modelos e regras
para estimar rapidamente algumas propriedades da ADME, especialmente no que diz
respeito ao cruzamento de barreiras biolégicas, como absor¢do e acesso cerebral
(DAINA e ZOETE, 2016).

O papel da lipofilicidade na descoberta e design de medicamentos é critico. A
lipofilicidade € uma propriedade fisico-quimica essencial que desempenha um papel
crucial na determinacdo das propriedades ADME e na adequacédo geral dos
candidatos a medicamentos. No Web SwissADME h& uma secédo dedicada a este
propriedade fisico-quimica, dada sua importancia critica. O coeficiente de particdo
entre o n-octanol e a agua (log P ow) é 0 descritor classico de lipofilicidade. O
SwissADME d& acesso a cinco modelos preditivos disponiveis (XLOGP3, WLOGP,
MLOGP, SILICOS-IT e iLOGP). O log de consenso Powé a média aritmética dos
valores previstos pelos cinco métodos propostos, e também esta disponivel medicinal
(DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Ter umamolécula soltvel facilita as atividades de desenvolvimento de drogas,
principalmente no que diz respeito ao manuseio e formulagdo (RITCHIE et al.,
2013). Além disso, para projetos de descoberta direcionados a administracéo oral, a
solubilidade € uma das principais propriedades que influenciam a absorcao
(OTTAVIANI et al., 2010). Além disso, um medicamento destinado ao uso parenteral
deve ser altamente solUvel em agua para fornecer uma quantidade suficiente de
principio ativo no pequeno volume dessa dose farmacéutica (SAVJANI et al., 2012).
A andlise de solubilidade é um dos recursos oferecidos pelo SwissADME, no qual sao
utilizados dois métodos topolégicos para prever a solubilidade em agua, ESOL
(DELANEY, 2004) e outro adaptado de Ali et al. (2012). Ambos diferem da equacao
de solubilidade geral seminal (YALKOWSKY e VALVANI, 1980) pois evitam o
parametro do ponto de fuséo; sendo este ultimo dificil de prever. O terceiro preditor
de solubilidade do SwissADME foi desenvolvido pela SILICOS-IT. Todos os valores
previstos sdo o logaritmo decimal da solubilidade molar na agua (log S). (DAINA,
MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Na secdo de farmacocinética é possivel realizar a predicdo da absorcdo
intestinal humana (AIH) e da permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE),
através da leitura do modelo BOILED-Egg (Figura 12) (DAINA e ZOETE, 2016), um
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modelo intuitivo de classificacdo grafica, que pode ser obtido na pagina de resultados
SwissADME. Embora conceitualmente muito simples, pois conta apenas com dois
descritores fisico-quimicos (WLOGP e TPSA, para lipofilicidade e polaridade
aparente), esse modelo possui significancia e robustez estatistica. O grafico de
classificacdo em forma de ovo inclui a gema (ou seja, o espaco fisico-quimico
altamente provavel para permeacao BHE)e o branco (ou seja, o espaco fisico-quimico
altamente provavel para AlH).

Outro conceitoimportante € o conhecimento sobre os compostos serem ou néo
substrato da Glicoproteina P (P-gP). A P-gp é um produto do gene de multirresisténcia
a farmacos (MDR1) que age como uma bomba de efluxo ATP-dependente que
transporta farmacos e xenobiéticos para a parte externa das células do figado, rins,
cérebro e trato gastrintestinal, das células tumorais e das células das barreiras
hemato-teciduais. Ela estd envolvida no processo de absorcdo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo de diferentes farmacos, como 0s agentes quimioterapicos,
glicosideos cardiacos, inibidor da protease HIV-1 e ciclosporina (AZEREDO, UCHOA
e COSTA, 2009).

Para fins de ilustracéo, o resultado demonstrado na figura 12 prevé que o
lapatinib ndo seja absorvido e ndo penetre no cérebro (fora do ovo), o omeprazol é
bem absorvido, mas nao acessa o cérebro (em branco) e PGP + (ponto azul) e o
palonossetrom é predito como penetrante no cérebro (na gema) e ndo esta sujeito a
efluxo ativo (ponto vermelho).

Outro conhecimento essencial que € fornecido pelo SwissADME € sobre a
interacdo de moléculas com os citocromos P450 (CYP). Essa superfamilia de
isoenzimas € um patrticipante fundamental na eliminagcdo de medicamentos por
biotransformacado metabdlica (WOLF, SMITH e SMITH, 2000). Van Waterschoot e
Schinkel (2011)sugeriramqueo CYP e a P-gp podem processar pequenas moléculas
sinergicamente para melhorar a protecéo de tecidos e organismos. Pode-se estimar
que 50 a 90% das moléculas terapéuticas sdo substrato das cinco principaisisoformas
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4) (WOLF, SMITH e SMITH, 2000;
DI, 2014). A inibicdo dessas isoenzimas é certamente uma das principais causas de
interacdes medicamentosas relacionadas a farmacocinética (HOLLENBERG, 2002;
HUANG et al., 2008) levando a efeitos adversos toxicos ou outros efeitos indesejados
devido a menor depuracdo e acumulo do medicamento ou de seus metabdlitos
(KIRCHMAIR et al.,, 2015). Numerosos inibidores das isoformas do CYP foram
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identificados. Alguns estao afetando diferentes isoformas do CYP, enquanto outros
compostos mostram seletividade para isoenzimas especificas (VEITH et al,
2009). Portanto, € de grande importancia para a descoberta de medicamentos prever
apropensdo coma quala moléculacausarainteragcdes medicamentosas significativas
por meio da inibicdo dos CYPs e determinar quais isoformas séo afetadas (DAINA,
MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Figura 12 — Grafico BOILED-Egg.
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Fonte: http://www.swissadme.ch/index.php

Outro parametro avaliado é a permeabilidade a pele. Um modelo é uma
regressao linear maltipla, que visa predizer o coeficiente de permeabilidade da pele
(Kp). Ele é adaptado de Potts e Guy (1992), que encontrado K p linearmente
correlacionada com o tamanho molecular e da lipofilicidade (R 2 = 0,67). Quanto mais
negativo o log K p (com K p em cm/s), menos permeavel a pele é a molécula (DAINA,
MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Na secdo de "semelhanca ao medicamento” avalia-se qualitativamente a
chance de uma molécula se tornar um medicamento oral em relacdo a
biodisponibilidade. A semelhanca de drogas foi estabelecida a partir de inspecoes
estruturais ou fisico-quimicas de compostos de desenvolvimento avancados o

suficiente para serem considerados candidatos a drogas orais. Essa noc¢do é
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rotineiramente empregada para realizar a filtragem de bibliotecas quimicas para
excluir moléculas com propriedades provavelmente incompativeis com um perfil
farmacocinético aceitavel. Esta secdo SwissADME fornece acesso a cinco filtros
baseados em regras diferentes, com diversas faixas de propriedades dentro das quais
a molécula é definida como semelhante a uma droga. Esses filtros geralmente séo
originarios de andlises de grandes empresas farmacéuticas com o objetivo de
melhorar a qualidade de suas colec¢des de produtos quimicos proprietarios (LIPINSKI
etal.,2001). Estdo disponiveisosmétodos de Lipinski (Pfizer), Ghose (Amgen), Veber
(GSK), Egan (Pharmacia) e Muegge (Bayer). Varias estimativas permitem
visualizacbes de consenso ou selecdo de meétodos que melhor atendem as
necessidades especificasdo usuariofinalemtermos de espaco quimico ou demandas
relacionadas ao projeto. Qualquer violacdo de qualquerregra descrita aqui aparece
explicitamente no painel de saida (DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Na ultima secdo sdo avaliados os parametros de quimica medicinal. Dois
métodos complementares de reconhecimento de padrées permitem a identificacéo de
fragmentos potencialmente problematicos. PAINS (para compostos de interferéncia
de ensaio de pan, também conhecidos como rebatedores frequentes ou compostos
promiscuos) sao moléculas contendo subestruturas que mostram resposta potente
em ensaios, independentemente do alvo da proteina. O SwissADME retorna avisos
se tais porcdes forem encontradas na molécula em avaliacdo. O Structural Alert
consiste em uma lista de 105 fragmentos identificados por Brenk et al (2008) por
serem potencialmente tbxicos, quimicamente reativos, metabolicamente instaveis ou
possuirem propriedades responsaveis por fraca farmacocinética. No SwissADME, é
possivel ter uma descricdo quimica dos fragmentos probleméticos encontrados em
uma dada molécula voando sobre o icone "ponto de interrogacao” que aparece apos
a lista de fragmentos. Isso é implementado para os filtros PAINS e Brenk (DAINA,
MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Também ¢é possivel avaliar se a molécula é “sem chumbo”. Esse conceito é
semelhante a semelhanca ao medicamento, mas com foco nos limites fisico-quimicos
que definem uma boa liderancga, ou seja, uma entidade molecular adequada para
otimizacdo. Por definicdo, os eletrodos sao submetidos a modifica¢cdes quimicas que
provavelmente aumentardo o tamanho e a lipofilicidade (HANN e KESERU,
2012). Como consequéncia, € necessario que os eletrodos sejam menores e menos

hidrofébicos que as moléculas semelhantes a medicamentos. Como € crucial para um
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guimicojulgar se uma dada moléculaéadequada para iniciara otimiza¢cao do chumbo,
além dos filtros estruturais, implementamos um método baseado em regras para a
ausénciade chumbo, que foi adaptado de (TEAGUE et al., 1999). A acessibilidade
sintética (SA) € um fator importante a ser considerado nesse processo de selecao.
Obviamente, para um numero razoavel de moléculas, 0s quimicos medicinais sdo 0s
mais capazes de determinar a SA. No entanto, quando muitas estruturas moleculares
impedem uma avaliacdo especializada, a estimativa in silico pode ser usada para pré-
filtragem (DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Outra ferramenta que também realiza a analise de ADME é o pkCSM. Esta
ferramenta € baseada no conceito de Cutoff Scanning para representar a estrutura e
a quimica de moléculas pequenas (expressas como farmacéforos atbmicos -
marcadores de nos) para representar e prever suas propriedades farmacocinéticas e
de toxicidade, construindo 30 preditores divididos em cinco classes principais:
absorcdo (sete preditores), distribuicdo (quatro preditores), metabolismo (sete
preditores), excre¢do (dois preditores) e toxicidade (10 preditores) (PIRES,
BLUNDELL e ASCHER, 2015). Neste trabalho abordaremos apenas os preditores de

absorcéo e toxicidade.



53

3. JUSTIFICATIVA

Diante da severidade da leishmaniose, doenca cuja terapia atual apresenta
diversos efeitos colaterais adversos e pode induzir resisténcia, este trabalho justifica-
se pela busca de uma nova alternativa para quimioterapia para leishmaniose, com o
intuito de trazer algo mais eficaz, menos toxico e que nao gere resisténcia. Nesta
abordagem, apresentamos a avaliacdo de um metalocomplexo, composto por um
nicleo metalico de Co 2%, ligado a um ligante organico denominado HBPA. Sua
estrutura quimica esta ilustrada abaixo (Figura 13). Diversos autores previamente
citados neste projeto ja demonstraram que compostos coordenados a metais de

transicdo apresentam efeito antiparasitario, inclusive contra Leishmania.

Figura 13 — Estrutura quimica do metalocomplexo.

x| )

Fonte: Autor

Vale destacar que esta pesquisa apresenta uma abordagem translacional,
onde o intuito é a transferéncia da pesquisa cientifica a um conhecimento aplicado e
atil a sociedade. Utilizamos uma ferramenta preditiva in silico, para avaliacdo dos
parametros fisico-quimicos do composto, além da anélise de toxicidade, com o intuito
de otimizar o processo de translacéo, ja que o processo de desenvolvimento de um
medicamento & um procedimento longo e dispendioso.

Além da analise preditiva, este trabalho também se justifica pela pesquisade

bésica dos efeitos citotoxicos do composto em células de mamiferos, macréfagos e



54

fibroblastos, e no parasita L. amazonensis. A escolha das células utilizadas
acompanhou o processo de curso da doencga, visto que a Leishmania possui
mecanismos que permitem que esta sobreviva e se multiplique no interior de
macrofagos e fibroblastos. Além disso, L. amazonensis € o agente etioldgico
responsavel por uma das variantes mais raras da LC, a LCD, que representa uma das
formas mais graves da leishmaniose tegumentar, face a imunossupressao celular
especifica induzida pelo parasita, a qual dificultao controle da infecgéo e resulta no

carater evolutivo crénico da LCD, de dificil tratamento.
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4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo realizar uma analise dos parametros fisico-
guimicos in silico do composto Co7HCHBPA, um metalocomplexo com um nucleo de
Cobalto (Co) coordenado a um ligante organico de HBPA ((2-hidroxibenzil) (2-
piridilmetil) amina) comparando-o0 com os medicamentos ja utilizados no tratamento
da leishmaniose, bem como avaliar o efeito leishmanicida, contra a forma extracelular
(promastigota) de L. amazonensis e seu feito citotdxico em macréfagos (J774A.1) in

vitro.

4.2.Objetivos especificos

e Analisaros parametros de farmacocinéticos ADME, toxicidade e absorcédo do
metalocomplexo em comparacdo aos medicamentos de primeira e segunda
linha utilizados na quimioterapia de leishmaniose utilizando ferramentas in
silico;

e Avaliar o efeito antiproliferativo do metalocomplexo sobre forma promastigota
de L. amazonensis;

e Investigar o efeito citotoxico do metalocomplexo em macréfagos (J774A.1) in
vitro;

e Verificar as alteragbes morfologicas e ultraestruturais induzidas pelo

metalocomplexo em promastigotas de L. amazonensis.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Parametros de anéalise in silico

Neste estudo avaliamos um metalocomplexo com nucleo de Cobalto e um
ligante organico HBPA em comparacdo aos medicamentos de primeira (Glucantime)
e segunda (Anfotericina-B) linha utilizados na atual quimioterapia de leishmaniose.
Inicialmente, gerou-se o cédigo SMILES para o metalocomplexo utilizando o editor
quimico gratuito Marvin Sketch (ChemAxion), uma especificacdo necessaria para
obter propriedades farmacocinéticas de absorgcdo, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade (ADMET) em servidores web (redes). O codigo SMILES do
Glucantime e da Anfotericina-B foram obtidos do PubChem, um banco de dados de
guimica aberto do National Institutes of Health (NIH). As propriedades ADMET foram
calculadas utilizando dois servicos de diferentes redes: o servidor SwissADME
(DAINA, MICHIELIN e ZOETE, 2017), para avaliacao preditiva das propriedades
fisico-quimicas, lipofilicidade, solubilidade em agua, farmacocinética, similaridade a
drogas e quimica medicinal e o servidor pkCSM (PIRES, BLUNDELL e ASCHER,
2015), para toxicidade e absorcgéao.

5.2.Cultivo de células e manutencéo dos parasitas

5.2.1. Obtencao de formas promastigotas a partir de formas amastigotas de

Leishmania amazonensis a partir de lesdes em camundongos Balb/C

A cepa WHOM/BR/75/Josefa de L. amazonensis proveniente do Laboratério de
Ultraestrutura Celular Hertha Meyer (Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho -
IBCCF/ Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ) foi cultivada e mantida como
descrito em Godinho etal. (2012). As formas promastigotas infectivas foram cultivadas
em meio Warren, (BHI - Brain Heart Infusion - Sigma®) acrescido de 20 ug/L hemina
- Sigma® e 10 pg/mL &cido félico - Sigma®, no periodo de 5 a 7 dias, foram lavadas

com PBS (do inglés, Phosphate buffered saline - 0,01M/ pH 7.2) estéril, centrifugadas
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e ressuspendidas em 500 pL do mesmo tampéo. Foram feitas contagens das células
em camara de Neubauer para determinacdo do in6culoinicial (107 células/mL) para
infeccdo dos animais. Camundongos BALB/c foram inoculados com 100 pL da
suspensdo contendo promastigotas metaciclicos infectivos, utilizando seringa
descartavel de 1 mL e agulha parainjecdo subcutanea estéril, com bizel voltado para
cima, na base da cauda do animal para a producaodas lesdes. As lesdes comegaram
a aparecer a partir do 15° dia. Para isolar as lesdes, 0s animais foram primeiramente
sacrificados (camara de CO2) de acordo com as normas estabelecidas pela Comissao
de Etica para o uso de animais em pesquisa (PAIXAO, 2008), com protocolos de
numeros IBCCF 096 e 097, 30 dias apés a infeccdo. As lesdes foram retiradas foram
retiradas com auxilio de um bisturi estéril e maceradas em Potter estéril (pelo menos
50 “strokes” com PBS, resultando no rompimento dos macrofagos e consequente
liberacdo das formas amastigotas, que foi monitorada através de microscopia 6ptica
de contraste de fase. Apds o rompimento, o homogeneizado total foi centrifugado a
211g por 10 min com as amastigotas permanecendo no sobrenadante. O pellet foi
ressuspenso em PBS suplementado com glicose (Sigma®) e EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid - Sigma®) e centrifugado novamente a 211g por 10 min. O segundo
sobrenadante foi misturado ao primeiro e centrifugado a 1900g por 15 minutos, onde
no pellet ficaram concentradas as amastigotas parcialmente purificadas. As formas
amastigotas foram entdo colocadas para diferenciacdo em promastigotas em meio
Warren suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Cultilab®) inativado por
calor, a 25°C + 1°C.

5.2.2. Formas promastigotas de Leishmania amazonensis

As formas promastigotas de L. amazonensis foram obtidas a partir da
diferenciacédo de amastigotas isoladas de lesdo de camundongos Balb/C e cultivadas
em meio Warren em indculo de 5% de volume acrescido de 10% de SFB em garrafas
para culturas estéreis e mantidas a uma temperatura de 25°C + 1°C. As amostras
foram mantidas através de passagens semanais até um total de seis passagens,

garantindo que os parasitas utilizados nos experimentos permaneciam infectivos.
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5.2.3. Cultivo e manutencéo das células-hospedeiras

Macréfagos de camundongos (Mus musculus), J774A.1 (ATCC ® TIB-67 ™),
com inéculo inicial de 5 X 103, foram mantidas em garrafas plasticas de 75cm3,
contendo RPMI-1640 Medium (Thermo Fisher Scientific®) suplementado com 10% de
SFB (Gibco-Thermo Fisher Scientific®) e antimicrobianos, penicilina (100U/mL) e
estreptomicina (130U/mL). A cada 48 h ou apdés a formacdo de monocamadas
confluentes, as culturasforam tratadas com solucaotripsina/EDTA por 2 minutos para
obtencédo de subculturas dessas células. No dia anterior aos experimentos de ICso e

citotoxicidade, 1 x 10* eram plagueadas em placas de 96 pocos (Costar 3606).

5.3. Metalocomplexo

5.3.1. Descricdo do metalocomplexo

O composto testado foi um metalocomplexo denominado Co7HCHBPA, que
apresenta um nucleo de cobalto e um ligante organico HBPA. Este composto foi
sintetizado e gentilmente cedido pelo professor Dr. Adolfo Horn Jr. e colaboradores
do Laboratério de Ciéncias Quimicas, localizado na Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro. As informacdes sobre

0 composto estdo resumidas no quadro (Quadro 3) abaixo.
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Quadro 3 — Caracteristicas do metalocomplexo

Nome do Ligante
composto Estrutura organico Metal
| /@\/\?\I\ [OH;]J
P
Co7HCHBPA T HBPA Cobalto

Fonte: Autor
5.3.2. Solucao estoque

Para estudos in vitro, o composto foi diluido em DMSO (Dimetil sulfoxido -
Merck®) na concentracéo estoque de 50 mM e adicionado diretamente ao meio de
cultura. A concentracdo final de DMSO no meio nunca excedeu 0.01% (viv). O

composto foi estocado a -22°C.

5.4.Estudo in vitro do efeito antiproliferativo da forma promastigota de L.

amazonensis

As culturas das formas promastigotas de L. amazonensis foram iniciadas a
partir de um inoculo de 1,0 x 108 células/ml, sendo cultivadas em meio Warren
suplementado com 10% de SFB (VitroCell®). Apos 24 h de crescimento, para que 0s
parasitas se adaptassem ao meio de cultura (fase lag), o metalocomplexo foi
adicionado nas concentragdes (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 pM). Foi mantido um grupo
controle, onde a droga néo foi adicionada. Os parasitas foram cultivados na presenca
do metalocomplexo por até 72 h de tratamento, onde aliquotas foram retiradas a cada
24 h para contagem em camara de Neubauer, ap6s dilui¢cdes (1:10 e 1:100) em
solucdo de formalina a 3,4-3,6% formaldeido em PBS usando um microscoépio 6ptico

de contraste de fase.
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5.5. Determinacdao da ICsp

A determinacdo da ICso (concentracdo minima necessaria para inibir50% do
crescimento) foi obtida a partir dos valores resultantes das curvas de crescimento,
onde foram utilizadas as concentracdes de 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 pM em L.
amazonensis. O valor de ICso foi determinado a partir da seguinte formula (MARTIN
et al., 2001):

| = Imax C/ICs0 + C, onde:

| = percentual de inibicéo (%);
Imax = 100% de inibicao;

C = concentracao do inibidor;

ICs0 = concentracéo para inibir 50% do crescimento.

5.6. Anélise da citoxicidade em macréfagos J774A.1 in vitro

O limiar de citoxicidade do metalocomplexo foi avaliado sobre culturas de
célulasde J774A.1 com concentragdes crescentes do metalocomplexo, seguido pela
andlise da viabilidade por Hoescht 33342 (Trihydrochloride, Trihydrate, 100 mg —
ThermoFisher). Além de ensaios por MTT (Teste de citotoxicidade pelo método
direto). Os controles foram realizados pela adicédo do veiculo de cada droga, no caso
DMSO. Para avaliar o efeito dos compostos na viabilidade das células J774A.1, as
mesmas foram plaqueadas em placas de 96 pocos (Costar 3606) incubadasa 37°C +
1°C em uma atmosfera de 5% de COz2, na concentracédo de 5x102 células por poco,
com concentragcdes crescentes de cada composto (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0;
100,0 puM). As culturas, entdo, foram cultivadas na presenca do marcador nuclear
Hoeschst33342, naconcentragéo de 1ulL por 5mL em meio RPMI 1640 Media (Sigma-
Aldrich) e 5% de SFB.

Para determinar o ICso, as células foram cultivados na presenca do
metalocomplexo por 24h, 48h e 72h. Imagens foram adquiridas nos tempos de 0, 24,
48 e 72 h de cultivonas condigdes controle e tratados utilizando o sistema de imagens
IN Cell Analyzer2000. Foram escolhidos nove diferentes campos dentro de cada poco
para aquisicdo das imagens de fluorescéncia, usando o filtro DAPI (regido espectral

entre 410 - 480 nm), com objetiva de 10x. A contagem do numero de nucleos
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marcados foi realizado através do software In Cell Invastigation (GE HealthCare Life
Sciences). Para 0 acompanhamento da curva de crescimento, a quantidade de
nucleos contados no tempo 0 h (controles nédo tratados) foi normalizado para 100% e
0s nucleos contados nos tempos posteriores foram convertidos em percentual de
proliferacdo com relagédo ao ponto O h.

No ensaio de MTT (ensaio de reducdo do sal tetraz6lio em Formazan) as
células viaveis realizam a reducéo do sal em formazan. Neste caso, 0S po¢os onde
essa reacao ocorreu a coloracao do poco se torna azul/parpura (formazan), logo a
guantidade de formazan nesse meio € proporcional ao namero de células viaveis.
Para que a mesma avaliacaofosse feita através do método colorimétrico MTT, células
hospedeiras J774A.1, na concentracdo de 5x102 células por poco, foram plaqueadas
em placas de 96 pocos transparentes (Costar 3606) incubadas a 37°C + 1°C em uma
atmosfera de 5% de COz2, e ap06s 24 h foram tratadas nas concentragdes crescentes
do composto (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0, 40,0, 80,0, 100,00 e 120,00 uM). Apos 48h, foi
adicionadaa solugcdoMTT (5mg/mL em PBS) em todos 0s po¢os, mesmo aquelesque
nao possuiam células. Durante 4 h as células foramincubadasa 37°C + 1°C em uma
atmosfera de 5% de COz2. Posteriormente, foi adicionado 150puL por pogo de solvente
MTT (1:1 de DMSO em isopropanol), a placa coberta com papel aluminio foi levada
para o agitador orbital por 15 minutos. A leiturafoi realizada naabsorbanciade 590nm
com filtro de referéncia de x = 620 nm, espectrofotdmetro TECAM (Infinite® 200 PRO

series).

5.7.Determinacdo da taxa de crescimento e tempo de duplicacdo da

populacdo de L. amazonensis e macrofagos

A taxa de crescimento e o tempo de duplicagdo da populagédo de L.
amazonensis e macréfagos J774A.1 foram estimados de acordo com SHERLEY et
al., 1995. Em resumo, foi utilizada a férmula a seguir para o calculo da taxa de

crescimento:

N: = No2't, onde:
Nt = nUmero total de células;

No = namero inicial de células;
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f = taxa de crescimento;

t = tempo de cultivo.

A partir dos valores da taxa de crescimento, o tempo de duplicacdo da
populacgédo foi calculado a partir da seguinte formula:

In(2)

TDDP = £ , onde:

TDDP = tempo de duplicacéo da populagéo;

f = taxa de crescimento.

5.8. Avaliacdo Morfolégica e Ultraestrutural

5.8.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os parasitas tratados com o metalocomplexo (5 e 10 uM) e néo tratados com
0 composto, por 36h, foram lavados com meio Warren sem soro. Posteriormente
foram coletados por centrifugacdo e fixados em solucdo contendo 2.5% de
glutaraldeido e 4% de formaldeido em tampéo cacodilato de s6dio 0.1 M, pH 7.4, por
cerca de por 1h a TA. Apos serem fixadas, as células foram lavadas duas vezes em
tamp&o cacodilato de s6dio 0.1 M, pH 7.4, e entdo, colocadas para aderir por 20 min
a TA em laminulas previamente revestidas com 0,1% de poli-L-lisina. ApGs este
periodo, as laminulas foram lavadas em tampéao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.4,
para retirada das células ndo aderentes. Em seguida, os parasitas foram pos-fixados
por 40 minutos ao abrigo de luzcom uma solucédo contendo tetroxido de 6smio (OsOa4)
1% (v/v) em tampdo cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.4, por 1h a TA. Posteriormente,
as laminulas foram lavadas em tampéo cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7.4, e em
seguida as células foram desidratadas em uma bateria de concentracdes crescentes
de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%), por 10 min cada. As amostras foram secas pelo
método do ponto critico de CO, (Balzers), e posteriormente montadas em suportes
metalicos apropriados para MEV (stubs). Em seguida foram revestidas com ouro (20—
30 nm), utilizando o equipamento metalizador (Balzers). As amostras entéo foram e
observadas ao microscopio eletrénico de varredura Jeol 6490 LV, utilizando 30 kv de

aceleracéo da voltagem.
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5.8.2. Microscopia Eletrbnica de Transmissao (MET)

Para avaliacdo da ultraestrutura dos promastigotas de L. amazonensis na
presenca do metalocomplexo, os parasitas foram mantidos na presenca (10 uM) e
ausénciado composto por 24 e 48h, e em seguidaforam lavados com meio sem soro.
Para o processamento das amostras, foi realizada a fixagdo em solucéo de 2.5% de
glutaraldeido em tamp&o cacodilato de s6dio 0.1 M, pH 7.4, por cerca de por 1h a TA.
Em seguida os parasitas foram lavados com PBS duas vezes e centrifugados a 895 x
g por 10 min. Em seguida, os parasitas foram pos-fixados por 40 minutos ao abrigo
de luz com uma solucao contendo OsO4 1% (v/v) em tampao cacodilato de sodio 0.1
M, pH 7.4, por 1h a TA, desidratadas em série gradual de acetona (30, 50, 70, 90,
100%), por 10 min cada, e embebidas em resina PolyBed 812. Com o auxilio do
ultramicrotomo (Leica), foram obtidos cortes ultrafinos de 70 nm, que posteriormente
foram corados com solugcdo aquosa de acetato de uranila 5%, por 45 minutos
(WATSON, 1958), e citrato de chumbo, por 5 minutos (REYNOLDS, 1963). As grades
foram observadas no microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss®900, utilizando

aceleracéo da voltagem de 30 kv.

5.8.3. Microscopia confocal a laser

Para avaliacao a inducdo da morte do parasita por autofagia, as culturas das
formas promastigotas de L. amazonensis foram tratadas nas concentracdes de 5 uM
e 10 yM. O controle utilizado foi a cultura sem tratamento. Estes valores de
concentracdo foram estipulados de acordo com os resultados dos ensaios de curva
de crescimento e avaliagdo dos efeitos antiproliferativo. Para tais experimentos, 0s
parasitas foram primeiramente fixados em tampao PHEM (60mM de Pipes, 20mM de
Hepes, 10mM EGTA, e 5mM de cloreto de magnésio — Sigma® pH 7.2) contendo 4%
(viv) de paraformaldeido (Merck®), por 30 min a temperatura ambiente (TA = 23-
25°C). Em seguida, os parasitas foram aderidos por 20 min a TA em laminulas
previamente revestidas com 0,1% de poli-L-lisina. Apés as laminulas foram lavadas
em PBS, permeabilizadas em PHEM contendo 0,3% de Triton X-100 (Sigma®) por 5
min, e incubadas com 50 mM de Cloreto de Aménio (NH4CI) por 30 minutos, em
seguida com Soro Albumina Bovina (BSA) 3% em tampédo PHEM por 30 minutos a

TA. ApoOs a incubagdo com os bloqueios (PHEM-BSA), as laminulas foram incubadas
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com anticorpo policlonal de coelho LC3B (diluicdo 1:1000) por 1h a TA.
Posteriormente, foi realizada incubac¢do com anticorpo secundéario de cabra anti-
coelho conjugado com Alexa-546 (diluicdo 1:100) (Molecular Probes) por 1 h a TA.
Apd6s marcacao, as células foram lavadas com PBS e as laminulas foram montadas
com o reagente “ProLong® Gold antifade” (Invitrogen) com 4',6-diamidino-2-fenil-indol
(DAPI) e observadas ao Microscépio de varredura confocal a laser (LSM-710, Zeiss).

5.9. Analise estatistica

Os dados dos ensaios foram expressos como média + desvio padrdo. Os dados
foram analisados utilizando oteste One-Way ANOVA, seguido do teste Tukey, usando
o software Graphpad Prism 5. A significancia estatistica foi considerada quando p <
0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Parametros de anédlise in silico do composto Co7HCHBPA, Glucantime e
Anfotericina B
Nesta secao sdo compilados descritores moleculares e fisico-quimicos (Tabela
2). Os valores sédo calculados com o OpenBabel, versdo 2.3.0 (O'BOYLE et al.,
2011). O PSA é calculado pela técnica fragmentaria denominada area de superficie
polar topolégica (TPSA), considerando o enxofre e o fosforo como &atomos
polares (ERTL et al., 2000).

Tabela 2 - Descritores moleculares e propriedades fisico-quimicas do metalocomplexo
Co7HCHBPA, Glucantime e AnfotericinaB.

Propriedades fisico-

quimicas Co7HCHBPA Glucantime Anfotericina B
Formula C25H30CICoN208 C7H18NO8Sh C47H73NO17
Peso molecular 580,90 g/ mol 365,98 g/ mol 924,08 g/ mol
Numero de &tomos
pesados 37 17 65
NUumero de
arométicos atomos 22 00 00
pesados
Fracdo Csp3 0,20 1,00 0,66
Numero _de Irlga_tgoes 3 6 3
rotacionaveis
NUumero 'de a~ceptores 8 9 18
de ligacao H
Numero_de d~oadores 5 7 12
de ligacdo H
Refracdo Molar 139,90 47,68 239,06
Area da superficie
polar topolégica 111,47 A2 167,55 A2 319,61 A2

(TPSA)

Fonte: Autor
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Lipinski et al. (2001), apos andlise do World Drug Index, propuseram a
chamada Regra dos Cinco, um conjunto de regras que traduziam caracteristicas
estruturais comuns dos farmacos oralmente ativos deste banco de dados. Segundo a
regra, um farmaco deve apresentar: peso molecular <500 Da; presenga de numero <
5 grupos doadores de ligagcdo de hidrogénio; presen¢ca de numero < 10 grupos
aceptores de ligacaode hidrogénio;Log P calculado<5. Os resultados das moléculas
analisadasem nosso estudo estdo dispostos nosdiagramas abaixo (Figural4), sendo

dispostos os valores segundo a regra de Lipinski.

Figura 14 — Classificagdo dos compostos analisados, segundo a regra de Lipinski.

PeSO mOleCU Iar Glucantime Co7HCHBPA AnfotericinaB
NUmero de , o
. ~ Co7HCHBPA Glucantime AnfotericinaB
aceptores de ligacdo
NuUmero de doadores Co7HCHBPA Glucantime AnfotericinaB

de ligacdoH
Fonte: Autor

A lipofilicidade € uma propriedade fisico-quimica essencial que desempenha
um papel crucial na determinacéao das propriedades ADME e na adequacéo geral dos
candidatos a medicamentos. Os valores do log de consenso P ow de Co7HCHBPA,
Glucantime e Anfotericina B, que é a média aritmética dos valores previstos pelos
cinco métodos propostos, foram, respectivamente: 0,29; -2,90; -0,39.

A solubilidade de uma molécula é fundamental no desenvolvimento de drogas,
principalmente no que diz respeito ao manuseio e formulacdo. Nesta anélise, os
compostos avaliados foram ranqueados de acordo com o seu grau de solubilidade,
considerando aescala ESOL (DELANEY, 2004), onde considerando o valor de LogS,
uma moléculaé insoltvel <-10insatisfatorio <-6 moderadamente -4 solGvel -2 muito<0
altamente. Sendo assim, os valores de LogS de Co7HCHBPA, Glucantime e
Anfotericina B, respectivamente, sédo -5,78, 0,78, -5,37. Podemos observar que dentre
os trés, o Glucantime € um composto considerado altamente soltvel, enquanto que a

AnfotericinaB e o Co7HCHBPA, sdo moderadamente sollveis.
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Ao compararmos o radar de biodisponibilidade dos trés compostos analisados,
o metalocomplexo Co7HCHBPA mostrou-se como uma molécula com boa
disponibilidade, pois apesar dos pontos do tamanho e instauracédo estarem fora da
area rosa, estes estdo proximos desta area do radar; o Glucantime também
apresentou um bom resultado, ficando fora do radar apenas em polaridade; e a
Anfotericina B apresentou dois parametros, tamanho e polaridade, bem distantes da
area rosada do radar (Figura 15).

Figura 15 — Radar de biodisponibilidade. (a) Metalocomplexo Co7HCHBPA; (b) Glucantime e (c)
Anfotericina B.

a LIPO
FLEX SIZE
INSATU POLAR
INSOLU
b
LIPO
FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU



68

LIPO

FLEX SIZE

INSATU - POLAR

INSOLU

Dados complementares desta sec¢éo referentes aos dados de farmacocinética,
toxicidade e absorcéo estao dispostos no anexo . Tais resultados foram obtidos para

corroborar com futuras andlises in vivo.

6.2. Estudo in vitro do efeito antiproliferativo

6.2.1. Formas promastigotas

O metalocomplexo Co7HCHBPA foi analisado quanto a sua atividade
antiproliferativa contra as formas promastigotas de L. amazonensis. Este teste foi
realizado a partir do tratamento dos parasitas com 5 diferentes concentragdes de
Co7HCHBPA(0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 uM), por 24, 48 e 72 h. Além disso, foi mantido
um controle que n&do recebeu nenhum tratamento nos mesmos tempos de incubacéo,
para comparacao.

Em 24 h, ocorreu uma diminui¢céo de mais 50% da proliferacédo nas culturas de
L. amazonensis apo6s tratamento com Co7HCHBPA em todas as concentracdes, em
comparagao ao controle ndotratado. Nenhumadasconcentracdes apresentou valores
similares ao controle (Figura 16, Figura 17a).

O efeito antiproliferativo diminui apds 48 h em quase todas as concentracdes
em relagcdo ao controle, que permaneceu proliferando. Houve uma excecdo na
concentracdo de 0,5 pM (Figura 17b), onde cultura apresentou crescimento

semelhante ao controle. As culturas tratadas com a concentracédo de 5,0 uM
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apresentaram menor inibicdo em relacdo as demais concentra¢des (1,0; 10,0 e 20,0
UM) (Figura 17b). Apesar do efeito antiproliferativo ter diminuido, as culturas tratadas
a partir da concentracdo de 1,0 uM ndo apresentaram crescimento proximo ao
controle n&o tratado (Figura 16, Figura 17b).

Em 72 h de tratamento, o controle permaneceu proliferando, e nas culturas
tratadas com as concentracdes de 10,0 e 20,0 uM a densidade celular chegou em
niveis perto de zero. A diminuicdo da diminuicdo densidade celular ocorreu
gradativamente de acordo com a concentracdo do composto (Figura 16, Figura 17c).
Estes resultados indicam que o a droga apresenta um efeito tempo-dose dependente,
visto que em 24 h ocorreu o inicio da diminuicdo da densidade celular, houve uma
diminuicdo da inibicdo em 48 h, e novamente observou-se diminui¢do da densidade
celularem 72 h. Este efeito néo foi observado apenas na concentracdo de 1,0 uM,
que apesar da diminuicdo da proliferacdo em relagdo ao controle, apresentou um
crescimento linear semelhante ao controle.

Figura 16 — Ensaio antiproliferativo na forma promastigota do parasita L. amazonensis. L.
amazonensis tratada pelo metalocomplexo Co7HCHBPA por 24, 48 e 72 h. Os grupos marcados por

colchetes ndo diferem entre si, dentro da mesma concentracdo, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05).
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Figura 17 — Ensaio antiproliferativo na forma promastigota do parasita L. amazonensis. (a) L.
amazonensis tratada com Co7HCHBPA por 24 h. (b) L. amazonensis tratada com Co7HCHBPA por 48
h. (c) L. amazonensis tratada com Co7HCHBPA por 72 h. Os grupos marcados por colchetes nédo
diferem entre si, dentro da mesma concentragéo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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6.2.2. Determinacao da ICso

Os dados ICso sdo mostrados na Tabelas 6. Como o ICso representa a
concentracdo necessaria para inibir50% da proliferacdo celular, quanto menor for o
valor do ICso, mais sensivel € o microrganismo para este tratamento. Apds o
tratamento das formas promastigotas em diferentes concentragdes por 96 h, o valor
de ICso foi calculado. No tratamento da forma promastigota, o ICso mais toxico foi
observado em 48 h (2.6 uM), e 0 menos téxico em 72 h (3,6 uM) (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de ICso em promastigotas de L. amazonensis no periodo de 24-96 h.

Tempo I1Cs0
24 h 3.1 uM
48 h 2.6 M
72 h 3,6 UM
96 h 3,4 uM

6.3. Andlise da citoxicidade in vitro de macréfagos J774A.1

O metalocomplexo Co7HCHBPA foi analisado quanto a sua atividade
antiproliferativa macrofagos J774A.1. Este teste foi realizado a partir do tratamento
das célulascom 8 diferentes concentra¢cdesde Co7THCHBPA (0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0;
50,0; 100,0; 200,0 uM), por 24,48 e 72 h. Além disso, foi mantido um controle negativo
que nao recebeu nenhum tratamento nos mesmos tempos de incubacao, para
comparacao e um controle positivo com DMSO.

Em 24 h, uma diminui¢do superior a 50 % da proliferacdo nas culturas de
macréfagos a partir da concentracdo de 50,0 uM foi observada em comparacao aos
controles. As concentragbesde 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 uM apresentaram valores similares
ao controle (Figura 18, Figura 19a).

O efeito antiproliferativo permaneceu semelhante aos controles apds 48 h nas
concentragbes de 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 pM. As culturas tratadas com concentragdes
acima de 20,0 uM apresentaram uma reducéao de cerca de 65 % em seu crescimento
em relacdo ao controle (Figura 18, Figural9b).

Em 72 h de tratamento, os controles permaneceram proliferando, e as culturas
tratadas com 0,5, 1,0 e 10,0 pM apresentaram crescimento semelhantes aos

controles. As culturas tratadas com 5,0 uM apresentaram um decaimento. As culturas
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tratadas com concentracdesacima de 20,0 uM apresentaram umareducao ainda mais
acentuada em seu crescimento, cerca de 85 % em relagcdo ao controle (Figura 18,
Figura 19¢). Estes resultados indicam que o0 a droga néo apresenta citotoxicidade aos

macrofagos nas concentracfes que se mostraram toéxicas a forma promastigota de L.
amazonensis.

Figura 18 - Ensaio antiproliferativo em macréfagos J774A.1 Macréfagos tratados pelo
metalocomplexo Co7HCHBPA por 24, 48 e 72 h. Os grupos marcados por colchetes ndo diferem
entre si, dentro da mesma concentra¢céo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 19 — Ensaio antiproliferativo em macréfagos J774A.1 (a) Macrdéfagos tratados com
Co7HCHBPA por 24 h. (b) Macréfagos tratados com Co7HCHBPA por 48 h. (c) Macréfagos tratados
com Co7HCHBPA por 72 h. Os grupos marcados por colchetes ndo diferem entre si, dentro da mesma
concentracdo, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Atoxicidade do composto Co7THCHBPA paraa linhagemJ774A.1 foi avaliadaapds
o tratamento com diferentes concentracdes. Para esta avaliagéo foi utilizado o ensaio
de MTT. Os resultados estdo dispostos no grafico abaixo (Figura 20). Na figura 20
observamos que embora ha uma reducdo da viabilidade dos macréfagos ela € muito
pequena. Isso demonstra que em nosso estudo € possivel matar ou inibir o
crescimento do parasita sem nenhum ou pouco efeito no hospedeiro.
Figura 20 - Viabilidade das células J774A.1, apo6s tratamento com o metalocomplexo
Co7HCHBPA. A linhagem celular J774A.1 foi tratada com concentragdes crescentes do inibir
metalocomplexo até 200 uM, por 48h. Os grupos marcados com um asterisco se diferenciam do

controle e os grupos marcados com dois asteriscos se diferenciam do DMSO, de acordo com o teste
de Tukey (p<0,05).

Viabilidade (%)

Co7HCHBPA (uM)

Ao avaliar a citotoxicidade na célula hospedeira € possivel determinar a
concentracdo DLso que € toxica para o parasita e ndo para o hospedeiro. Nossos
dados DLsoindicamque o tratamento com Co7HCHBPA mostra-se seguro em relagao
a linhagem de macréfagos J774A.1 para os tempos analisados (Tabela 4). O DLso de
macréfagos J774A.1 tratados com Co7HCHBPA foi calculado, respectivamente, como
205,66 pM, em 24 h; 157,19 uM, em 48 h e 115,43 pM, em 72 h. No tratamento dos
macréfagos J774A.1, o DLso mais toxico foi observado em 72 h (115,43 uM), e o
menos toxico em 24 h (205,66 uM) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Valores de DLsp em macréfagos J774A.1 no periodo de 24-72 h.

Tempo DLso
24 h 205,66 pM
48 h 157,19 uM
72 h 115,43 yM

6.4. Determinacdo da taxa de crescimento e do tempo de duplicacdo da
populacdo da forma promastigota de L. amazonensis e macrofagos
J774A.1 tratados com o metalocomplexo Co7HCHBPA

Com o intuito de analisar mais detalhadamente o efeito do metalocomplexo
Co7HCHBPA na proliferagdo celular de L. amazonensis e macréfagos foi realizada a
guantificacdo da capacidade proliferativa das células tratadas e nao tratadas. Para
isso, foram estimadas a taxa de crescimento (Figuras 21 e 22) e o tempo de
duplicacéo da populacéo (Tabela 5 e 6) nos periodos de 24, 48 e 72 h (ASSANGA et
al., 2013; GAVISH et al., 2016).

No tempo de 24 h observamos uma diminui¢cdo crescente da taxa de
crescimento da forma promastigota de L. amazonensis em relacdo ao aumento das
concentracdes. Nas concentragdes mais baixas (0,5 e 1,0 yM) temos uma taxa de
diminuicdo de ~ 30 %, e com o0 aumento das concentracdes (5, 0; 10,0 e 20,0 uM) a
taxa diminui ainda mais (~ 50 %) (Fig. 21a).

Em 48 h observamos uma diminuigdo maiornaconcentragdode 1,0 yM (~50%)
semelhante as taxas de crescimento observadas nas concentracfes de 10,0 e 20,0
MM (Fig. 21b).

A exposicao a concentragdes mais baixas (0,5 e 1,0 yM) do metalocomplexo
Co7HCHBPAPpor72 h levou aumadiminuicao limitada (~25%) nataxa de crescimento
de L. amazonensis (em comparacao com células ndo tratadas), enquanto a taxa de
crescimento destas células diminuira acentuadamente, ap0s o tratamento com 5,0
(~50 %); 10,0 e 20,0 uM (~80%) (Fig. 21c).
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Figura 21 — Taxa de crescimento celular da forma promastigota de L. amazonensis tratadas por
24, 48 e 72 h com o metalocomplexo Co7HCHBPA. (a) L. amazonensis tratadas com o
metalocomplexo Co7HCHBPA por 24 h; (b) L. amazonensis tratadas com o0 metalocomplexo
Co7HCHBPA por48 h e (c) L. amazonensis tratadas com o metalocomplexo Co7HCHBPA por 72 h.
Os grupos seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey

(p<0,05).
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A exposicdo dos macrofagos as concentracdes 0,5, 1,0 e 10,0 uM do
metalocomplexo Co7HCHBPA no periodo de 24h levou a uma diminui¢&o limitada na
taxa de crescimento (em comparacdo com células ndo tratadas). Houve uma
diminuicdo dataxa de crescimento nas concentragdes 5,0 e 20,0 uM (~10 e ~20 %) A
taxa de crescimento destas células diminuiram acentuadamente, para ~30 %, apds
no tratamento com 50,0; 100,0 e 200,0 uM (Fig. 22a).

Em 48 h, as taxas de crescimento dos macrofagos tratados com 0,5; 1,0; 5,0 e
10,0 uM diminuiram em relacdo ao controle. As culturas tratadas com as
concentracbes de 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 yM mostraram-se semelhantes, e

demonstraram uma diminuicdo maior da taxa de crescimento (~50%) (Fig. 22b).
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No tempo de 72 h apenas as culturas tratadas com as concentracdes 0,5e 1,0
demonstraram taxa de crescimento semelhante ao controle. A taxa de crescimento
diminuiu acentuadamente nas concentra¢cées de 5,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 200,0 uM
(~40%) (Fig. 22c).

Figura 22 — Taxa de crescimento celular de macréfagos J774A.1 tratados por 24, 48 e 72 h com
0 metalocomplexo Co7HCHBPA. (a) Macréfagos tratados com o metalocomplexo Co7HCHBPA por

24 h; (b) Macr6fagos tratados com o metalocomplexo Co7HCHBPA por 48 h; (c) Macrofagos tratados
com o metalocomplexo Co7HCHBPA por 72 h.
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No tempo de 24 h, o tempo de duplicacéo da populacédo de L. amazonensis
tratado com até 0,5 yM de Co7HCHBPA foi cerca de quatro décimos maior (= 40%)
0 que a das células nao tratadas, enquanto o tratamento com 1,0 yM aumentou
consideravelmente (= 66%). O tratamento com 5,0; 10,0 e 20,0 yM aumentou
consideravelmente (para ~1, ~4 e ~5 vezes, respectivamente) o tempo de duplicacéo
dos parasitas L. amazonensis (Tabela 5).

Em 48 h o tempo de duplicagdo da populagao tratada com 0,5 pM de
Co7HCHBPA foi cerca de trés décimos maior (= 33%), enquanto o tratamento com
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1,0 uM praticamente dobrou (~1 vez). O tratamento com 5,0 yM resultou em um
aumento de sete décimos em relacéo ao tempo do controle n&o tratado (= 73%), um
pouco menor que a concentragcdo anterior. Em 10,0 e 20,0 uyM aumentou
consideravelmente (para ~1,5 e ~2, respectivamente) o tempo de duplicacdo dos
parasitas L. amazonensis (Tabela 5).

Em 72 h, o tempo de duplicacéo da populacédo de L. amazonensis tratado com
até 0,5 uM de Co7HCHBPA foi cercade umquarto maior (= 23%) do que a das células

nao tratadas, enquanto o tratamento com 1,0 uM aumentou consideravelmente (=
75%). O tratamento com 5,0; 10,0 e 20,0 yM aumentou abruptamente (para ~2, ~8 e
~12 vezes, respectivamente) o tempo de duplicacdo dos parasitas L. amazonensis
(Tabela 5), indicando claramente que o tratamento com o0 metalocomplexo
Co7HCHBPA nestas concentracdes afeta drasticamente a proliferacdo celular de L.
amazonensis. E importante ressaltar que em todos os experimentos para ter efeito
nos macrofagos J774A.1 foi necessarioaumentar as concentracfes de tratamento em

até 10 vezes.

Tabela 5 — Tempo de duplicagcdo da populagdo de L. amazonensis nos periodos de 24, 48 e 72 h.

Tratamento Concentragao 24 h 48 h 72 h
(M)

Controle 0 47,53 20,79 15,37
0,5 66,54 27,73 18,96

E 1,0 79,22 41,59 27,01

T 5,0 110,90 36,16 34,82

E 10,0 237,65 51,99 131,82
20,0 277,26 66,54 189,69

No tempo de 24 h, o tempo de duplicacdo dos macréfagos J774A.1 tratados
com as concentragdes 0,5; 1,0 e 10,0 yM de Co7HCHBPA foi cerca de um décimo
maior (= 12 %) em relagao as células n&o tratadas. A populagao tratada com 5,0 yM
de Co7HCHBPA aumento cerca de trés décimos do tempo da populacao controle (=

31 %). O tratamento com 20,0 yM aumentou para mais de trés quartos o tempo de
duplicacéo (= 77%). Os maiores de tempo foram observados nas concentracdes de
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50,0; 100,0 e 200;0, onde o tempo praticamente dobrou (= 97%; =100 %; = 93 %,
respectivamente) (Tabela 6).

Em 48 h, nasconcentragdesde 0,5, 1,0, 5,0 e 10,0 uM os tempos de duplicacao
foram semelhantes entre si e ao controle, aumentando o tempo de duplicagédo no
maximo em =16 %. A partir da concentracédo de 20,0 yM ocorreu um maior aumento
de tempo = 38 %. Os maiores aumentos foram observados em 50,0; 100,0 e 200,0
MM (= 47 %, = 66 %, = 47 %, respectivamente) (Tabela 6).

Apoés 72 h, somente nas concentracoes de 0,5 e 1,0 uM foram observados
tempos semelhantesao controle (= 22% e =7%). Houve um aumento consideravel do
tempo em 5,0 € 10,00 uM (= 76% e =30 %), e a partir 20,00 uM o tempo de duplicacdo
mais que dobra e quase triplica (~2,2; ~2,4; ~2,7 e ~2,7 vezes) (Tabela 6).

Aparentemente o metalocomplexo Co7HCHBPA n&oinfluénciamuitono tempo
de duplicacdo dos macréfagos em concentracdes mais baixas, concentracdes estas

gue demonstram um efeito maior em promastigotas de L. amazonensis.

Tabela 6 — Tempo de duplicagdo da populagdo de Macréfagos os periodos de 24, 48 e 72 h.

Tratamento Concentragao 24h 48h 72h
(M)
Controle 0 26,83 25,59 27,73
0,5 30,25 29,71 33,95
1,0 25,99 24,11 29,71
5,0 35,39 29,19 48,93
é 10,0 28,68 25,21 36,16
% 20,0 47,53 35,39 61,61
S 50,0 53,06 37,81 69,31
100,0 53,66 42,66 75,02

200,0 51,99 37,81 75,62
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6.5. Avaliacdo Morfoldégica e Ultraestrutural

6.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura

Para observar a ocorrénciade mudancas namorfologia dos parasitas tratados
com o metalocomplexo Co7HCHBPA, as formas promastigotas de L. amazonensis
foram processadas para observacdo por microscopia eletronica de varredura (MEV)
(Figuras 23 e 24). As imagens mostram que as concentracbes 5 e 10 uM do
metalocomplexo, apds 36 h de tratamento, foram capazes de causar alteracdes nas
formas promastigotas de L. amazonensis (Figuras 23 C e D, 24 C e D), que perdeu
seu aspecto normal alongado (Figuras23 A e B, 24 A e B). As alteracGes encontradas
foram tabelas e sua frequéncia esta descrita na tabela 7. As imagens revelaram a
presenca de células com mais de um flagelo (23 D e 24 D) encurtamento do flagelo
(23C e D), além de alteracdes no corpo celular, tal como invaginacdes da membrana
(23C, 24CE D), reducéo (24 C e D) e arredondamento (Figuras 23 C, 24 C).

Tabela 7 — Quantificacdo das alteracbes morfolégicas provocadas por Co7HCHBPA em
promastigotas de L. amazonensis.

Alteracdes morfolégicas (%)
Mais de um flagelo 70%
Encurtamento do flagelo 42%
Invaginacdes da membrana 73%
Reducéo do corpo celular 60%

Arredondamento da célula 67%




Controle

5 uM
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Figura 23 — Micrografia eletrdnica de varredura de L. amazonensis apds 36 horas de tratamento
com 5 pM do composto Co7HCHBPA. (A e B) Células ndo tratadas com corpo celular alongado e
fusiforme (1) e flagelo logo (2), caracteristicos do parasita. (C) Surgimento de invaginacdes na
membrana do parasita (1); alteragbes na forma e tamanho do corpo celular do parasita (2). (D)
Ocorréncia de duplo flagelo (1).
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Figura 24 — Micrografia eletrénica de varredura de L. amazonensis apds 36 horas de tratamento
com 10 yM do composto Co7HCHBPA. (A e B) Células ndo tratadas com corpo celular alongado e
fusiforme (1) e flagelo logo (2), caracteristicos do parasita. (C) Surgimento de invaginagcdo no corpo
celular (1) e alteragbes no tamanho do flagelo do parasita (2). (D) Surgimento de invaginagédo (1)
reducdo e formacédo de duplo flagelo (2), e a alteracdo e reduc&o no corpo celular (3).

X4,300 5pm 30kV  X7,500 2um

X9,000 2um 30kV  X8,500 2um
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6.5.2. Microscopia Eletrbnica de Transmissao (MET)

Possiveis alteracfes na ultraestrutura da forma promastigota, causadas pelo
metalocomplexo, foram avaliadas através da microscopia eletrdnica de transmissao
(MET). Formas promastigotas foram tratadas com o metalocomplexo na concentracao
de 10 uM nos periodos de 24 e 48 h. Parasitos controle, ndo tratados, também foram
observados por MET e apresentaram uma ultraestrutura normal, onde o nucleo (N)
estava com suaestrutura integra e cromatina descompactada, cinetoplasto (k) em sua
compactacgao caracteristica, flagelo (f) emergindo da bolsa flagelar (bf) e microtibulos
subpeliculares na membrana (ms) (Figuras 25 A e B, 26 A e B). Apos o tratamento,
foram observadas varias altera¢cfes, dentre elas: formacéo de vacuolos autofagicos

proximos a regido da bolsa flagelar (Figuras 25 C e F, 26 C, D e E), formacdes de
figurade mielina (Figuras25D e F),



Controle

10 uM
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Figura 25 — Micrografia eletrbnica de transmissdo de L. amazonensis apds 24 horas de
tratamento com 10 yM do composto Co7HCHBPA. (A e B) Células ndo tratadas com estruturas
caracteristicas do parasita. (C) Bolsa flagelar alterada, indicando morte por autofagia (1). (D) Bolsa
flagelar alterada (1) e formacéao de figuras de mielina (2). (E) Alteragdo da bolsa flagelar (1). (F) Figura
de mielina — Ampliacdo imagem D (2). (N) nucleo, (k) cinetoplasto), (f) flagelo, (bf) bolsa flagelar e (MS)
microtubulos subpeliculares.
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Figura 16 — Micrografia eletrénica de transmissé@o de L. amazonensis apds 48 horas de tratamento
com 10 yM do composto Co7HCHBPA. (A e B) Células ndo tratadas com estruturas caracteristicas
do parasita. (C) Bolsa flagelar alterada, indicando morte por autofagia (1). (D) Bolsa flagelar alterada
(1). (E) Alteracdo da bolsa flagelar (1). (F) Alteracdo da bolsa flagelar — Ampliagdo imagem D. (N)
nucleo, (k) cinetoplasto), (f) flagelo, (bf) bolsa flagelar e (MS) microtdbulos subpeliculares.
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6.5.3. Microscopia confocal a laser

Visto que a analise da ultraestrutura dos promastigotas de L. amazonensis
tratados com o metalocomplexo Co7HCHBPA apresentaram a formacao de vacuolos
autofagicos (na regido da bolsa flagelar), foi investigado se estes promastigotas
poderiam ter a morte celular por autofagia disparada pelo tratamento. Para isto, 0s
parasitas tratados nas concentragcbes 5 yM e 10uM foram incubadas com um
anticorpo contra a proteina LC3B e observadas em microscépio de
imunofluorescéncia. O percentual de autofagia foi tabelado e esta descrito na tabela
8. Nas células do controle ndo houve marca¢fes para autofagia, como esperado
(Figura 27 A). As células tratadas com 5 yM apresentaram marcagao positiva para a
proteina LC3B (Figura 27 B), o que indica que o composto Co7HCHBPA induziu o
parasita a autofagia. Na sequéncia, as células tratadas com 10 pyM, foram submetidas
a mesma avaliacao (Figura 27 C) apresentando também marcacgéo positiva para anti-
LC3B indicando autofagia.

Tabela 8 — Quantificagdo da autofagia provocada por Co7HCHBPA em promastigotas de L.
amazonensis.

Autofagia (%)
Controle 0%
5uM 96,6%

10 pM 88,4%
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Figura 27 — Microscopia confocal a laser mostrando morte celular por autofagia de L.
amazonensis apos tratamento com o composto Co7HCHBPA. (A) Células controle em azul, com
marcagao para autofagia nas células tratadas com 5 yM (B) e 10pM (C) do composto Co7HCHBPA. A
marcagdo com anti-LC3B corresponde aos pontos vermelhos rosados na figura.




7. DISCUSSAO

As leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por parasitas
protozoarios de mais de 20 espécies de Leishmania, que se apresentam nas
formas cuténea, visceral ou calazar e mucocutédnea. A maioria dos casos cutaneos
de leishmaniose ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica
Islamica do Ird, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita e Republica Arabe da Siria (WHO,
2021) Esta patologia de distribuigdo mundial faz parte do grupo das doencgas
negligenciadas, que nao so prevalecem em condi¢gdes de pobreza, mas também
contribuem para a manutencédo do quadro de desigualdade, ja que representam
forte entrave ao desenvolvimento dos paises (MS, 2011).

Os medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses incluem o
antimonial pentavalente e a anfotericina B. Estes medicamentos apresentam
varios problemas, como: efeitos colaterais graves, como nefrites, disturbios
gastrintestinais, cardiovasculares e respiratorios; vias (intramuscular e
intravenosa) e tempo de administragdo, que influenciam diretamente na adesao
do tratamento; custo, visto que sao relativamente caros; normalmente estes
medicamentos ndo estdo inclusos na lista de medicamentos essenciais; e o
fornecimento do medicamento ndo € continuo considerando que a maioria dos
medicamentos antileishmania s&o produzidos por apenas um Unico
fabricante. Problemas com qualidade, baixa capacidade de producao e falta de
uma previsdo adequada das necessidades (resultando em longos prazos de
entrega de pedidos) regularmente causam rupturas de estoque em paises
endémicos (WHO, 2021). A busca por novos medicamentos € fundamental,
contudo, novos compostos quimioterapicos para o tratamento de leishmaniose
acabam nao sendo interessantes para investimento da industria farmacéutica. Em
nosso estudo realizamos uma analise in silico e in vitro a resposta de um
metalocomplexo denominado Co7HCHBPA frente a forma promastigota de L.

amazonensis.
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A estrutura de um composto determina suas propriedades fisicas e quimicas,
bem como o ADMET. Aqui, os parametros ADMET do Co7THCHBPA foram estudados

por dois softwares preditivos, SwissADME e pkCSM, comparando-o aos

medicamentos utilizados atualmente empregados no tratamento de primeira e
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segunda linha em casos de leishmaniose cutanea provocada por L.
amazonensis. Com base nas analises das propriedades fisico-quimicas, utilizando-se
a Regra de Lipinski (LIPINSKI et al., 2001), regra esta que dita que um farmaco deve
apresentar peso molecular < 500 Da; presenga de numero < 5 grupos doadores de
ligagdo de hidrogénio; presenca de numero < 10 grupos aceptores de ligacéo de
hidrogénio;Log P calculado< 5, observamos em nosso estudo que o metalocomplexo
em questao obedece a trés regras, infringindo apenas a regra do peso molecular
(580,90 g/mol). Esta classificacdo ainda permite que este farmaco seja idealizado
como umbom candidato para o desenvolvimento de um farmaco oralmente ativo.

Uma caracteristica importante dos compostos coordenados € a melhor
permeabilidade as membranas bioldgicas (AHMAD, 2006; BRUIININCX e SADLER,
2008). Esta caracteristica de da pela lipoficidade, que se refere a habilidade de
um composto quimico ser dissolvido em lipideosem geral, fundamental para um
farmaco, visto que nossas membranas sdo compostas e sua maioria por fosfolipidios.
Os valores do log de consenso P owde Co7HCHBPA, Glucantime e Anfotericina B,
que é a meédia aritmética dos valores previstos pelos cinco métodos propostos no
programa utilizado, foram, respectivamente: 0,29; -2,90; -0,39, demonstrando assim
gue nosso composto demonstra um valor de maior em relacdo aos outros
medicamentos comparados.

No quesito solubilidade, caracteristica fundamental no desenvolvimento de
drogas, os compostos avaliados foram ranqueados de acordo com 0 seu grau de
solubilidade, considerando a escala ESOL (DELANEY, 2004). Os valores de LogS de
Co7HCHBPA, Glucantime e Anfotericina B, foram, respectivamente, -5,78, 0,78, -5,37.
Nesta analise, 0 composto aqui estudado mostrou-se moderadamente soltvel.

O radar de biodisponibilidade considera seis propriedades fisico-quimicas
fundamentais para previsdes sobre e eficiéncia farmacocinética de farmacos em
desenvolvimento (RITCHIE et al.,, 2011; LOVERING et al.,, 2009). Por meio dos
graficos plotados no programa SwissADME (Figura 15), podemos verificar que o
metalocomplexo Co7HCHBPA apresenta razoaveis condicbes para uma boa
biodisponibilidade se administrado por via oral, pois quase todos os pontos plotados
no grafico, correlacionando os seis parametros, estdo na area rosa que representa os
padrdes ideais (Figura 15). Apenas os pontosde tamanho e saturacéo ficaram fora da
area do radar, mas ainda assim proximos a area rosa, pois o0 Co7HCHBPA possui

peso molecular 580,90 g/mol, e é preconizado para quefique dentro do radar um valor
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entre 150 e 500 g / mol; e um valor de 0,20 para a fracdo de carbonos na hibridacéo
sp3, e o que é determinado para entrar noradar é que seja naoinferiora 0,25 (DAINA,
MICHIELIN e ZOETE, 2017).

Nos ensaiosin vitro avaliamos os efeitos do metalocomplexo Co7THCHBPA nas
formas promastigotas de L. amazonensis e macrofagos J774A.1. Observamos que o
metalocomplexo em questdo apresentou um efeito antiproliferativo dose-tempo
dependente (Figuras 16 e 17) nas formas promastigotas de L. amazonensis. Apesar
de observarmos um crescimento maior em 5,0 do que em 10,00 no periodo de 48h,
ndo hé diferenca estatistica, visto que 0s compostos metalocomplexos sé&o
antioxidativos, e por este motivo, nem sempre é possivel observar diferenca
significativa no tratamento da cultura. Resultados semelhantes j4 foram observados
em outros estudos. Compostos coordenados a paladio inibiram o crescimento de
promastigotas em trés espécies de Leishmania: L. major, L. mexicanae L. donovani
(FRICKER et al.,, 2008); Complexos de lantanideos foram utilizados em testes
antiproliferativos in vitro contra atividade de Leishmania spp. e T. cruzi e
demonstraram efeitos superiores aos medicamentos ja utilizados (CABALLEROet al.,
2014); Complexos de ruténio exibiram potente atividade citotoxica contra todas as
espécies L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum (COSTA et al., 2017); Diversos
complexos com diferentes nuacleos metélicos, incluindo cobalto, demonstraram
atividade contra L. donovani (HUBIN et al., 2019).

Os ensaios de avaliacao da citotoxicidade em macréfagos J774A.1 revelaram
gue o composto aqui estudado na apresentou efeito antiproliferativo em macréfagos
nas concentracdes que se mostraram toxicas aos promastigotas de L. amazonensis
(Figuras 18, 19 e 20). Outros estudos com complexos coordenados a metais ja
demonstraram que 0s mesmos nao possuem efeito citotdxico em diferenteslinhagens
de macréfagos. Complexos coordenados ao metal ruténio ndo se mostraram téxicos
a linhagem de macréfagos RAW 264.7 (COSTA et al., 2017); Metalocomplexos com
diferentes nucleos metalicos, incluindo cobalto, n&o apresentaram efeito
antiproliferativo em células THP-1 (HUBIN et al., 2019). Em nossos estudos
observamos ainda que o metalocomplexo Co7HCHBPA afetou de forma agressiva as
taxas de crescimento e tempo de duplicacdo das formas promastigota de L.
amazonensis, contudo, ndo demonstrou muita interferéncia nas culturas de

macréfagos J774A.1.
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Ao longo deste estudo, observamos, por microscopia eletrbnica de varredura e
transmissdo, que héa alteracdes morfologicas e ultraestruturais drasticas, na forma
promastigota de L. amazonensis provocadas pelo metalocomplexo Co7HCHBPA. Os
efeitos morfologicos foram observados no periodo de 36 h (Figuras 23 e 24).
Observamos que o parasita perdeu seu aspecto normal alongado, apresentavam mais
de um flagelo, flagelos mais curtos, além de alterac6es no corpo celular, tal como
invaginacdes da membrana, reducdo e arredondamento. Estas alteracées foram
atribuidas a acdo do composto, pois a divisdo do parasita se iniciado corpo celular
para o flagelo, assim, a formacao do duplo flagelo caracteriza uma diviséo irregular
que se inicia pelo flagelo, sendo as invaginacdes da membrana a alteracdo mais
observada. Em condi¢des normais 0 parasita apresenta caracteristicas especificas
como corpo celularfusiforme e alongado e longo flagelo. Em relagéo a ultraestrutura,
alterac6es foram observadas nos periodos de 24 e 48 h, onde foram vistas varias
alteracOes, dentre elas: formacéo de vacuolos autofagicos préximos a regiao da bolsa
flagelar, formagdes de figura de mielina (Figuras 25 e 26), indicando morte celular.
Outros complexos apresentaram efeito sobre 0 metabolismo energético dos parasitas,
causando também degradacdo nas membranas das organelas e morte celular
(RAMIRES-MACIAS, 2011). Ensaios com complexos coordenados a Fe ja
demonstraram altera¢des morfologicas e ultraestruturaisem T. gondii (PORTES et al.,
2015 e 2017). Porfim, considerando que aanalise da ultraestrutura dos promastigotas
de L. amazonensis tratados com o metalocomplexo Co7HCHBPA apresentaram a
formacdo de vacuolos autofagicos (na regido da bolsa flagelar), foi investigado se
estes promastigotas poderiam ter a morte celular por autofagia disparada pelo
tratamento. As células tratadas com 5 yuM apresentaram marcagao positiva para a
proteina LC3B (Figura 27), indicando que o composto Co7HCHBPA induziu o parasita
a autofagia. E importante ressaltar que o principal mecanismo de nutricio de L.
amazonensis € a bolsa flagelar, e por esse motivo, a possibilidade de inducéao de
autofagia. Na sequéncia, as células tratadas com 10 pM, foram submetidas a mesma
avaliacdo (Figura 27) apresentando também marcacdo positiva para anti-LC3B
indicando autofagia.

Todos os resultados obtidos deste trabalho, seja analise in silico ou in vitro,
sugerem fortemente que o metalocomplexo testado possui acdo leishmanicida,
apresentando efeitos significativos sobre a forma promastigota com uma

concentracdo (em pM) que ndo afeta os macréfagos. Contudo, ensaios em
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amastigotas intracelulares devem ser desenvolvidos para que possamos evidenciar
seu efeito, e desta forma, indicid-lo como um bom candidato para testes futuros, seja

sendo utilizado de forma isolada ou coordenado a outros compostos.
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CONCLUSAO

Por fim, foi possivel concluirque:

As analisesin silicorevelaram que o metalocomplexo Co7HCHBPA se mostrou
promissor para um possivel desenvolvimento de um medicamento para o
tratamento de leishmaniose, contudo, vale ressaltar que alguns parametros se
mostraram negativos, como o fato da possibilidade de apresentar um potencial
cancerigeno e ser inibidorde hERGIII.

As anélises in vitro demonstraram que o metalocomplexo apresenta efeito
antiproliferativo nas formas promastigotas de L. amazonensis.

A andlise de citotoxicidade em macrofagos demonstrou que o metalocomplexo
ndo apresentou efeito anfiproliferativo em macréfagos nas concentracdes que
se mostraram téxicas aos promastigotas de L. amazonensis

Ensaios de microscopia 6ptica e eletrbnica revelaram que o metalocoplexo
Co7HCHBPA induz diversas alteracdes morfoldgicas e ultraestruturais que
podem estar associadas a inducéo de morte celular por autofagia nas formas

promastigotas de L. amazonensis.
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APENDICE A - Analise in silico

A anélise de farmacocinética dos compostos permite realizar a predicdo da
absorcao intestinal humana, da permeabilidade da barreira hematoencefalica, além
de avaliar se sdo ou nao substrato da P-gP, se interagem com citocromos P450 e se
sdo permeaveis a pele. Os resultados das analises estdo dispostos na tabela 9. Em
relacdo a absorcdo no TGI, o metalocomplexo se mostrou melhor que os
medicamentos j& utilizados, visto que € o Unico dos trés passivel de ser absorvido. A
anfotericina-B mostrou ser substrato para da P-gP, o que é ruim, considerando que
esta age como uma bomba de efluxo ATP-dependente que transporta farmacos e
xenobidticos para a parte externa das células do figado, rins, cérebro e trato
gastrintestinal, das células tumorais e das células das barreiras hemato-teciduais.
Nenhumdos trés compostos se mostraram permedaveis a BHE, assim como também

nado sao inibidores de citocromos P450.

Tabela 9 — Parametros de farmacocinética.

Parametros de

farmacocinética Co7HCHBPA Glucantime Anfotericina B
Absorcéo TGI Alto Baixo Baixo
Permeante a BHE Né&o Né&o Né&o
Substrato P-gp Nao Nao Sim
Inibidor da CYP1A2 Nao Nao Né&o
Inibidor da CYP2C19 Nao Nao Né&o
Inibidor da CYP2C9 Né&o Né&o Né&o
Inibidor da CYP2D6 Néo Nao Né&o
Inibidor da CYP3A4 Né&o Né&o Né&o
Log K p (permeacdo -7,49 cm /s -11,34 cm/s -11,94 cm/s

cutanea)

Fonte: Autor
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O gréfico BOILED-Egg dos compostos analisados esta ilustrado abaixo
(Figura 28). O resultado ilustrado prevé que o metalocomplexo Co7HCHBPA é bem
absorvido, mas ndoacessa o cérebro (em branco), é PGP negativo; o Glucantime néo
€ absorvido e ndo penetra no cérebro (fora do ovo), além de ser PGP negativo; e a
Anfotericina B ndo esta ilustrada, pois segundo a ferramenta, a molécula esta fora de
alcance.

Figura 28 — Grafico BOILED-Egg.

.1
e
H

No quesito similaridade as drogas, neste trabalho levamos em consideracao a
regra de Lipinski,que dispde uma molécula para serum bom farmaco deve apresentar
valores para 4 parametros multiplos de 5: log P maior ou igual a 5, Massa Molecular
menor ou igual a 500, aceptores de ligacdo de Hidrogénio menor ou igual a 10 e
doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 5. Como resultado a molécula
pode apresentar uma violacdo a um destes parametros apenas para ser candidato a
farmaco. Portanto, estas regras permitem uma boa previsdo do perfil de
biodisponibilidade oral para moléculas novas. O metalocomplexo Co7HCHBPA viola
apenas uma regra, massa molecular menor ou iguala 500, e pode ser considerado
como um candidato farmaco. O Glucantime também viola apenas uma, doadores de
ligacdo de hidrogénio menor ou iguala 5. A anfotericina B viola trés regras, Massa
Molecular menorou igual a 500, aceptores de ligacdo de Hidrogénio menorou igual a

10 e doadores de ligagao de hidrogénio menor ou igual a 5.
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Os resultados das analises de absorcdo e toxicidade (Tabelas 10 e 11)
realizados no pkCSM estdo dispostos na tabela abaixo. O metalocomplexo
CO7HCBPA apresentou uma taxa de absorcéo intestinal de 99.193%, além de nao

ser hepatotdxico, mostrando-se promissor para um futuro desenvolvimento de um

farmaco oral.

Tabela 10 — Analise de absorcéo.

Absor¢éo

Co7HCHBPA

Glucantime

Anfotericina B

Solubilidade em agua

-2,783 log mol/L

-1.539 log mol /L

-0.231 log Papp em

-2.937 log mol/L

-0.597 log Papp em

Permeabilidade Caco2 49 Io% ErzTi]p/psem 10~ 10 fcm/s 10 cm/s
Absorcéo intestinal 99 193% 8.893% 0%
(humana)
Permeaggllgade v -2,734 log Kp -2.836 log Kp -2.735 log Kp
S_ubstratq g Nao Nao Sim
glicoproteina P
Inibidor da Sim N3o N30
glicoproteina P
Inibidor da Sim N3o N3o

glicoproteina ll

Fonte: Autor.
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Toxicidade

Co7HCHBPA

Glucantime

Anfotericina B

Toxicidade por AMES

Max. dose tolerada
(humana)

Inibidor de hERG |

Inibidor de hERG I

Toxicidade aguda por
via oral em ratos
(LD50)

Toxicidade cronica em
ratos por via oral
(LOAEL)

Hepatotoxicidade

Sensibilizagéo da pele

Toxicidade por T.
pyriformis

Toxicidade Minnow

Sim

-0,085 log mg / kg / dia

Sim

2,757 mol/ kg

0,679 log mg / kg_bw/
dia

0,285 logug/L

0,059 log mM

1.788 log mg / kg / dia

1.88 mol/ kg

4.505 log mg / kg_bw/
dia

0.285logug /L

5.758 log mM

0.292 log mg / kg / dia

2.518 mol/ kg

2.049 log mg / kg_bw/
dia

0.285logug /L

11.261 log mM

Fonte: Autor

Na analise farmacocinética realizamos uma predicdo da absorcédo intestinal

humana e da permeabilidade da barreira hematoencefélica através da leitura do

modelo BOILED-Egg (Figura 28). O resultado ilustrado prevé que o metalocomplexo

Co7HCHBPA é bem absorvido, mas ndo acessa o0 cérebro, € PGP negativo; o

Glucantime ndo € absorvido e nédo penetra no cérebro, além de ser PGP negativo; e

a Anfotericina B ndo esta ilustrada, pois segundo a ferramenta, a moléculaficou fora

de alcance. Outro conceito fundamental € o conhecimento sobre os compostos serem
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ou nédo substrato da Glicoproteina P (P-gP), dada sua associa¢cdo a multirresisténcia
a farmacos e seu envolvimento no processo de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo de diferentes farmacos (AZEREDO, UCHOA e COSTA, 2009). Outro
conhecimento essencial aquianalisado € a interacao de moléculas com os citocromos
P450 (CYP). Essas isoenzimas participam da eliminacdo de medicamentos por
biotransformacdo metabdlica (WOLF, SMITH e SMITH, 2000). A inibicdo dessas
isoenzimas é certamente uma das principais causas de interacfes medicamentosas
relacionadas a farmacocinética (HOLLENBERG, 2002; HUANG et al., 2008) levando
a efeitos adversos toxicos ou outros efeitos indesejados devido & menor depuragéo e
acumulo do medicamento ou de seus metabdlitos (KIRCHMAIR et al., 2015). Van
Waterschoot e Schinkel (2011) sugeriram que o CYP e a P-gp podem processar
pequenas moléculas sinergicamente para melhorar a protecdo de tecidos e
organismos. Pode-se estimar que 50 a 90% das moléculasterapéuticas sao substrato
das cinco principais isoformas (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4)
(WOLF, SMITH e SMITH, 2000; DI, 2014). Nosso composto ndo é substrato da P-gP
e ndo se mostrou inibidorde citocromos P450. Outro importante parametro avaliado
estd associado a permeacdo cutanea. Dizemos que uma substancia possui
permeacao cutdnea quando esta é capaz de atingir a derme, porém né&o atinge os
vasos sanguineos. O metalocomplexo aqui analisado apresenta um valor de log Kp
(Kp é o coeficiente de particdo octanol/agua) de -7,49 cm/s, o qual esta abaixo da
faixa considerada 6tima, ou seja, log Kp entre 2 e 3 (CORNELIO e MAYORGA, 2007),
demonstrando que este metalocomplexo em questao nao se mostrou promissor para
o desenvolvimento de um medicamento tépico para o tratamento de leishmaniose.
Os parametros de absor¢do e toxicidade foram analisados no software pkCSM.
A solubilidade de compostos organicos é normalmente representada por logS, onde
S é a concentracdo do composto em mol/L. Na prética, cerca de 85% dos farmacos
tem valores de logS entre -1 e -5 e virtualmente n&do tem valores abaixo de -6,
(JORGENSEN et al., 2002; HUUSKONEN et al., 1998). Empiricamente, € aparente
que o alvo de logS entre -1 a -5 para a maioria dos farmacos reflita a relacéo entre a
polaridade necessaria para razoavel solubilidade aquosa e a hidrofobicidade
necessaria para a passagem aceitavel de membrana (JORGENSEN et al., 2002). O
metalocomplexo Co7HCBPA aquianalisado apresentou um valor de -2,783 log mol/L,

mostrando-se virtualmente 6timo.
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Modelos baseados em células humanas, como o sistema Caco-2, tem sido
larga e eficientemente usado nos estudos de permeabilidade intestinal. (HOU et al.,
2004; LAU et al., 2004; HIDALGO, RAUB e BORCHARDT et al., 1989). Muitos estudos
tém demonstrado que a absorcdo oral de compostos em humanos tem uma boa
correlacdo com sua permeabilidade em células Caco-2, fornecendo uma medida
importante para estimar a captacdo de farmacos administrados por via oral
(FERNANDES etal.,2012; GONCALVES, SOUZAe STORPIRTIS, 2009; BALIMANE,
CHONG e MORRISON, 2001). A literatura tem sugerido que compostos com
coeficientes de permeabilidade menores do que 1 x 10 cm.s%, entre 1 e 10 x 10°
cm.s e maiores do que 10 x 10% cm.s! podem ser classificados, respectivamente,
como farmacos pouco absorvidos (0—20%), moderadamente absorvidos (20—-70%) e
bem absorvidos (70-100%). 63,85-86. O composto aqui analisado demonstrou um
valor de 0,49 log Papp em 10-6cm.s"1, sendo classificado como pouco absorvido. Sob
a absorcdo dos medicamentos, o intestino delgado possui uma area de superficie
ampla para a absor¢cdo de farmacos no trato Gl, sendo suas membranas mais
permeaveis que as do estdbmago. A maioria dos farmacos € absorvida,
principalmente no intestino delgado. Ap6s a andlise o composto aqui estudado
demonstrou uma 6tima taxa de absorcéo (99.193%).

Na analise de toxicidade o primeiro parametro analisado foi toxicidade para
AMES. O ensaio de reversdao de mutacdo em Salmonella typhimurium, também
conhecido como teste de Ames, Teste de Salmonella ou Ensaio do Microssoma, € um
ensaio de metagénese de curto termo que visa a identificacdo de substancias com
potencial para induzir mutacdes génicas de tipo frameshift ou por substituicdo de
pares de bases (MORTELMANS e ZEIGER,2000). Um teste positivo indica que o
composto é mutagénicoe, portanto, pode atuar como um agente cancerigeno (PIRES,
BLUNDELL e ASCHER, 2015). Segundo a analise, nosso composto mostrou-se
positivo, ou seja, possui um potencial cancerigeno.

A dose tolerada méaxima (DTM) recomendada fornece um limiar de dose toxica
de produtos quimicos em humanos. O modelo €é treinado usando 1222 pontos de
dados experimentais de ensaios clinicos em humanos e prevé o logaritmo do DTM
(log mg/kg/dia). Isso auxilia na orientacdo da dose inicial maxima recomendada para
medicamentos nos ensaios clinicos de fase |, que atualmente se baseiam em
extrapolacfes de dados com animais (PIRES, BLUNDELL e ASCHER, 2015). Para

um determinado composto, um DTM menor ou igual a 0,477 log (mg/kg/dia) é
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consideradobaixo, e aanalise do nosso composto demonstrou um valor de -0,085 log
mg/kg/dia.

hERG (human ether-a-go-go-related gene) € um gene humano que codifica a
subunidade formadora de poros do canalretificador K*, importante para a
repolarizagéo cardiaca (LAMOTHE et al., 2016). A inibicdo dos canais de potassio
codificados pelo hERG € a principal causa para o desenvolvimento da sindrome do
QT longo, levando a arritmia ventricular fatal. A inibigcdo dos canais hERG resultou na
retirada de muitas substancias do mercado farmacéutico (PIRES, BLUNDELL e
ASCHER,2015). A analise de nosso composto mostrou que o mesmo naoinibe hERG
[, contudo, mostrou-se inibidorde hERGIII.

Outro fator importante que deve ser considerado € a poténcia toxica de
composto em penitencial. Os valores de dosagem letais (LD50) sdo uma medida
padrédo da toxicidade aguda usada para avaliar a toxicidade relativa de diferentes
moléculas (PIRES, BLUNDELL e ASCHER, 2015). O LD50 é a quantidade de um
composto administrado de uma s6 vez que causa a morte de 50% de um grupo de
animaisde teste, sendo o valor resultante da nossa analise 2,757 mol/kg. A exposicéo
a doses baixas e moderadas de produtos quimicos por longos periodos de tempo é
motivo de grande preocupacdo em muitas estratégias de tratamento. Os estudos
cronicosvisam identificara dose mais baixa de um composto queresultaem um efeito
adverso observado (LOAEL) e a dose mais alta na qual nenhum efeito adverso é
observado (NOAEL) (PIRES, BLUNDELL e ASCHER, 2015). O composto aqui
analisado demonstrou um valor baixo de LOAEL 0,679 log mg/kg_bw /dia.

A lesdo hepéticainduzida pormedicamentos, também conhecida como hepatite
medicamentosa, ou chamada pelo termo DILI (Drug Induced Liver Injury) caracteriza-
se como uma doenca comum do figado que se manifesta geralmente entre um e 90
dias ap0s a administragcdo do medicamento em doses usuais (TAJIRl e SHIMIZU,
2008). O quadro clinico dadoenca é variavel, e pode ocorrer desde a ligeira alteracéao
das enzimas hepéticas até a insuficiéncia hepética fulminante, levando ao 0bito
(LUNARDELLI et al., 2016). A lesdo hepatica induzida por drogas € uma grande
preocupacédo de seguranca para o desenvolvimento de drogas e uma causa
significativa de atrito com drogas (PIRES, BLUNDELL e ASCHER, 2015). Em nossa
anélise o metalocomplexo ndo se mostrou hepatotéxico. A sensibilizacdo da pele é
um efeito adverso potencial para produtos aplicados por via dérmica. A avaliacdo de

se um composto que pode encontrar a pele pode induzir dermatite alérgica de contato



115

€ umaimportante preocupacaode seguranca(PIRES,BLUNDELL e ASCHER, 2015).
Em nossa analise o composto ndo se mostrou capaz de induzirreacdes alérgicas na
pele.

Encerrando a analise in silico foram avaliados os testes de toxicidade para T.
Pyriformis e Minnow. T. Pyriformis € uma bactéria protozoaria, cuja toxicidade é
frequentemente usada como um ponto final toxico. Este método construiu a
concentracdo de 1.571 compostos necessarios para inibir 50% do crescimento
(IGC50) (PIRES, BLUNDELL e ASCHER, 2015). Para um dado composto, o pIGC50
(logaritmo negativo da concentracdo necesséria para inibir 50% é previsto um
crescimento em log ug/L), com um valor> -0,5 log ug / L € considerado toxico. Nossa
analise mostrou que o composto aquitestado apresentou um valor de 0,285 log ug/
L, ndo se mostrando téxico. O Flathead Minnows (Pimephales promelas) é uma
espécie de peixe de 4gua doce. No teste Minnow, os valores da concentracao letal
(CL50) representam a concentracdo de uma moléculanecessariapara causara morte
de 50% dos Flathead Minnows. Para um dado composto, sera previsto um log LC50.
Valores de CL50 abaixo de 0,5 mM (log LC50 <-0,3) sdo considerados como alta
toxicidade aguda (PIRES, BLUNDELLe ASCHER, 2015). Em nossa anéalise

obtivemos um valor de 0,059 log mM, apresentando assim toxicidade aguda.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a complex disease that is considered a serious public health problem.
The disease is caused by protozoa of the genus Leishmania and is transmitted by vectors
of the phlebotomine subfamily. The species Leishmania amazonensis causes diffuse
cutaneous leishmaniasis (LCD). Current therapy for leishmaniasis causes several side
effects and generates drug-resistant strains. This situation stimulated the search for
alternative treatments, such as the use of metallocomplexes. The action of
metallocomplexes has been studied in several species of parasites of Trypanosomatidae
family, including species of L. amazonensis. In this study, we verified the effect of a new
Co(Il) complex, against promastigotes of L. amazonensis of strain WHOM / BR / 75/
Josefa. In vitro antiproliferative tests, feasibility analysis and electronic microscopy were
performed. The in vitro tests showed that this complex inhibits the growth of the
promastigote forms of L. amazonensis in a dose-time dependent manner. The complex
was also able to induce morphological changes, such as changes in the shape of the cell
body, shortening of flagellum, formation of double flagellum, invaginations in the cell
body of parasite.

Keywords: Leishmania amazonensis, Co (Il) complex.

RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenca complexa considerada um grave problema de saude
publica. A doenga é causada por protozoarios do género Leishmania e é transmitida por
vetores da subfamilia dos flebotomineos. A espécie Leishmania amazonensis causa
leishmaniose tegumentar difusa (LCD). A terapia atual para leishmaniose causa varios
efeitos colaterais e gera cepas resistentes a medicamentos. Essa situagdo estimulou a
busca por tratamentos alternativos, como o uso de metalocomplexos. A agdo dos
metalocomplexos tem sido estudada em vérias espécies de parasitas da familia
Trypanosomatidae, incluindo espécies de L. amazonensis. Neste estudo, verificamos o
efeito de um novo complexo de Co (I1), contra promastigotas de L. amazonensis da cepa
WHOM / BR / 75 / Josefa. Foram realizados testes antiproliferativos in vitro, analise de
viabilidade e microscopia eletr6nica. Os testes in vitro mostraram que este complexo inibe
0 crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis de forma dose-tempo
dependente. O complexo também foi capaz de induzir alteracfes morfoldgicas, como
alteracdes na forma do corpo celular, encurtamento do flagelo, formacao de flagelo duplo,
invaginacdes no corpo celular do parasita.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, complexo Co (11), MEV.
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1 INTRODUCTION

Leishmaniasis consist of a wide spectrum of diseases caused by more than 20
different species of protozoa belonging to the genus Leishmania (MARSDEN, 1986;
ASHFORD, 2000; WHO 2020) and are considered by the World Health Organization as
an important public health problem, as well as a neglected tropical disease (WHO, 2020).
Parasites belonging to the Leishmania genus have a complex life cycle that involves both
vertebrate and invertebrate hosts. Two stages of development are found: (i) promastigote,
proliferative form found in the lumen of the intestine of the female insect and (ii)
amastigote, proliferative form found in various types of mammalian host cells
(TEIXEIRA, 2013), which can be hematopoietic or no, such as keratinocytes, Langerhans
cells, neutrophils, macrophages and fibroblasts, the macrophage being considered the
main host cell in which the parasite can survive and multiply using immune system
evasion mechanisms (MOUGNEAU, BIHL and GLAICHENHAUS, 2011; KEYE and
SCOTT, 2011; ASHOK and ARCHA-ORBEA, 2014, SOUSA et al., 2014).

Leishmaniasis is basically classified as cutaneous (LC) and visceral (LV).
According to the WHO, of the 200 countries and territories that report to WHO, 97
countries and territories were endemic for leishmaniasis in 2018. This includes 68
countries endemic to LV and LC, 8 countries endemic only to LV and 21 countries
endemic only for LC (WHO, 2020). LC is caused by L. major and Leishmania tropica in
the Middle East and Central Asia, and Leishmania braziliensis and Leishmania mexicana
complex in the Americas. Mucocutaneous leishmaniasis (MCL) is a serious and chronic
infection (SAVOIA, 2015). In Brazil, L. amazonensis is one of the species responsible
for the cutaneous form of the disease; however, in some individuals the immune system
cannot fight the parasite, leading to clinical manifestations of diffuse cutaneous
leishmaniasis (DCL) (MARSDEN and JONES, 1985). DCL was first described by in the
Brazilian Amazon, in the state of Para by Silva (1958), who described the first clinical
findings on a rare form of cutaneous leishmaniasis, highlighting the nature of keloid
lesions on the skin and lesions in the bone tissue of the extremities (hands and feet)
(SILVEIRA, 2009).

Currently, the pentavalent antimonial compound, Glucantime® (meglumine
antimoniate), and Amphotericin B are used in the treatment of leishmaniasis as first and
second line drugs, respectively, being applied intramuscularly or intravenously. However,
both are not very efficient because they often cause side effects, such as arthralgia,

myalgia, nausea, tachycardia, fever and vomiting, in addition to being expensive drugs
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(NEVES, 2007; MS, 2009; DE SOUZA et al., 2013). Given the scenario, there is an
imminent need to develop new drugs.

Metallocomplexes are composed of transition metals, coordinated with drugs, and
present possibilities of coordination and geometries with the ligand (drug) (VAN RIJT
and SADLER, 2009). This coordination allows to interact with the specific molecular
target, mainly with biological molecules (FRICKER, 2007) allowing the increase of
lipophilicity (AHMAD, 2006; BRUIJNINCX and SADLER, 2008). Some studies have
already shown that the coordination of compounds can be an alternative in antiparasitic
therapy, in addition to also demonstrating an effect on tumor cells. Compounds containing
copper or cobalt ions bound to the ligand (5-methyl-1,2,4-triazole [1,5-a] pyrimidine — 7
(4H) -one) (HmtpO) demonstrated an effect on the energy metabolism of parasites
Leishmania infantum and L. brasiliensis at the level of NAD + / NADH balance and in
the membranes of organelles, causing their degradation and cell death (RAMIREZ-
MACIAS et al., 2011).

Studies by our group have shown that coordination compounds with iron (111), Zn
(1) and Cu (I1) can control the growth of Toxoplasma gondii, the causative agent of
toxoplasmosis, and even promote the death of the parasite (PORTES et al., 2018). The
complexes reduced the growth of T. gondii and, at the same time, caused low cytotoxicity
in the host cells. In addition, one of the complexes used induced distinct morphological
and ultrastructural changes in the parasites including bubbles and membrane cracks in the
cytoplasm, with inclusions similar to amylopectin granules, which are normally found in
bradyzoites and triggered the formation of cysts-like forms (PORTES et al., 2017; 2018).
Considering that it has already been demonstrated that coordination compounds can be
used as a good antiparasitic strategy, the objective of this work was to evaluate the
leishmanicidal effect of the new Co(ll) complex, against the extracellular form
(promastigote) of L. amazonensis, in addition to the analysis of cytoxicity in macrophages
(J774A.1).

2 METHODS AND METHODS
2.1 CELL CULTURE OF LEISHMANIA AMAZONENSIS

The promastigote forms of L. amazonensis were obtained from the differentiation
of amastigotes isolated from lesions in Balb/C mice and grown in Warren's medium, (BHI
- Brain Heart Infusion - Sigma®) plus 20 pug / L hemin - Sigma® and 10 pg / mL folic

acid - Sigma®, in inoculum of 5% of volume plus 10% of fetal bovine serum (FBS)
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(Gibco-Thermo Fisher Scientific®) in bottles for sterile cultures and kept at temperature
of 25° C + 1°C. The samples were maintained through weekly passages up to a total of

six passages, ensuring that the parasites used in the experiments remained infectious.

2.2 CULL CULTURE OF MACROPHAGES LINEAGE J774A.1

Macrophages of mice (Mus musculus), J774A.1 (ATCC® TIB-67 ™), with initial
inoculum of 5 X 103, were kept in 75cm? plastic bottles, containing RPMI-1640 Medium
(Thermo Fisher Scientific®) supplemented with 10% FBS (Gibco-Thermo Fisher
Scientific®) and antimicrobials, penicillin (100U/mL) and streptomycin (130U/mL).
Every 48 h or after the formation of confluent monolayers, cultures were treated with
trypsin/EDTA solution to obtain subcultures of these cells. In the day before the

experiments, 10* were plated in 96-well plates (Costar 3606).

2.3 SYNTHESIS OF THE LIGAND H2L

The ligand was obtained as described in Scheme 1, by the reaction between
equimolar amount of the epoxide (4g, 18 mmol) and HBPA (3g), in 100 mL of ethanol,
under reflux, for 5 days. The reaction was follow by TLC, using ethanol as eluent.

Subsequently, the solvent was removed under reduced pressure and the residue was to 50

cm?® of water. The compound was extracted with five 50 cm? portion of CHClzand the

extracts were combined, washed with brine, dried over anhydrous MgSQu, filtered and

concentrated under reduced pressure. A orange oil was obtained.

Scheme 1. Synthe5|s of the ligand H2L.

Q NH CH0H
e e &
2.4 SYNTHESIS OF [CO(HL)C(](H;0)3

The cited complex (Scheme 2) was prepared by the reaction between the ligand
H2L (1 mmol, 432 mg) and CoCt2.6H20 (1 mmol, 237 mg), in methanol/propan-2-ol

\

O

(1:1), at room temperature. After allowing the purple solution to stand for a few days,

purple crystals were filtered off, washed with cold propan-2-ol and dried in a desiccator.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 14653-14668 feb. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

14658

Yield: 70 mg (7%). m.p.: 245°C. Anal. Calcd. for C2sH29CICoN2Og; MW= 579.90 g mol
1. C,51.78; H, 5.04; N, 4.83. Found: C, 52.84; H, 5.15; N, 4.79. The IR spectrum exhibits
bands at 3412 (v OH), 3068 (aromatic CH), 2970-2864 (aliphatic CH), 1506, 1477, 1444,
1400 (v C=N and C=C), and at 779 cm™* (5 C-H), ESI(+)-MS spectrum shows a peak with
m/z of 490, attributed to the Co(l1l) complex: [Co(lI1)(HL)]", as a result of desprotonation

of the ligand H2L with the releasing of a HCL molecule from the starting complex.
Electronic spectrum of Co(ll) complex, in DMSO, presents two d-d transitions at 596 nm
(122 dm3.molt.cm™) e outra em 689 nm (46 dm®.mol™*.cm™).

Scheme 2. Synthesis of Co(ll) complex.

ee et
@gmo/@ g CoCl26H0 %’ L,(?/Q 3H0

@

2.5 ANALYSIS OF THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECT IN THE PROMASTIGOTE
FORM OF L. AMAZONENSIS

For in vitro studies, the complex was diluted in DMSO (Dimethyl sulfoxide -
Merck®) at a stock concentration of 50 mM and added directly to the culture medium.
The final concentration of DMSO in the medium never exceeded 0.01% (v/v). The
compost was stored at -22°C.

After 24 h of culture growth, the complex was added in concentrations (0.5; 1.0;
5.0; 10.0; 20.0 uM). A control group was maintained, where the drug was not added. The
parasites were cultured in the presence of the metallocomplex for up to 72 h of treatment,
where aliquots were removed every 24 h for counting in a Neubauer chamber, after
dilutions (1:10 and 1: 100) in formalin solution at 3,4- 3.6% formaldehyde in PBS
(Phosphate buffered saline - 0.01M / pH 7.2) using a phase contrast optical microscope.

2.6 ANALYSIS OF CYTOXICITY IN J774A.1 MACROPHAGES IN VITRO

The cytoxicity threshold of the complex was evaluated on cell cultures of J774A.1
with increasing concentrations of the metallocomplex, followed by the viability analysis
by Hoescht 33342 (Trihydrochloride, Trihydrate, 100 mg - ThermoFisher), in addition to
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MTT tests (Cytotoxicity test by the direct method). Controls were performed by adding
the vehicle of each drug, in the DMSO case.

To evaluate the effect of the complex on the viability of J774A.1 cells, they were
plated on 96-well plates (Costar 3606) incubated at 37 ° C £ 1°C in an atmosphere of 5%
CO2, at a concentration of 5x102 cells per well , with increasing concentrations of each
compound (0.5; 1.0; 5.0; 10.0; 20.0; 50.0; 100.0 uM). The cultures were then grown in
the presence of the nuclear marker Hoeschst 33342 (Trihydrochloride, Trihydrate, 100
mg - ThermoFisher), at a concentration of 1uL by 5mL in RPMI 1640 Media (Sigma-
Aldrich) and 5% FBS. Every 24h, the reading was performed and images were obtained
using the automated fluorescence optical microscope (In Cell - GE Healthcare Life
Sciences), in the objective of 20, 9 quadrants, to be later analyzed in the specific software
(InCell Analyzer 2000).

For the same evaluation to be made using the MTT colorimetric method, J774A.1
host cells, at a concentration of 5x10° cells per well, were plated in 96-well plates (Costar
3606) incubated at 37 ° C £ 1°C in an atmosphere of 5 % CO,, with increasing
concentrations of the complex (0.5; 1.0; 3.0; 5.0; 10.0; 20.0, 50.0, 100.00; 150.00 and
200.00 uM). After 48h, MTT solution (5mg / ml in PBS) was added to all wells, even
those that did not have cells. For 4 h the cells were incubated at 37°C + 1°C in an
atmosphere of 5% CO». Subsequently, 150ul was added per well of MTT solvent (1:1 of
DMSO in isopropanol), the plate covered with aluminum foil was taken to the orbital
shaker for 15 minutes. The reading was performed at an absorbance of 590nm with a
reference filter of x = 620 nm, TECAM spectrophotometer (Infinite® 200 PRO series).

2.7 SCANNING ELECTRON MICROSCOPY (SEM)

The parasites treated with the complex (5 and 10 pM) and not treated with the
complex, for 36 h, and then were washed with serum-free medium. They were later
collected by centrifugation and fixed in solution containing glutaraldehyde 2.5% and 4%
of formaldehyde in sodium cacodylate 0.1 M with pH 7.4, dehydrated in acetone solutions
(from 30 to 100%), dry using the critical point of CO2 and mounted in stubs. The samples
were covered with gold (20-30 nm) for observation in Scanning Electron Microscope Jeol
JSM 6490LV.
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2.8 STATISTICAL ANALYSIS
The test data were expressed as mean * standard deviation. The data were
analyzed using the One-Way ANOVA test, followed by the Tukey test, using the

Graphpad Prism 5 software. Statistical significance was considered when p <0.05.

3 RESULTS

The Co(Il) complex was analyzed for its antiproliferative activity against the
promastigote form of L. amazonensis. After treatment with this complex by 24 h, a
considerable decrease in proliferation in L. amazonensis cultures was observed, compared
to the untreated control, in all the concentrations employed. None of the concentrations
showed values similar to the control (Figure 1a). The antiproliferative effect decreases
after 48 h in relation to the control, which remained proliferating, in all concentrations,
but mainly in the concentration of 0.5 uM, where the culture showed greater growth than
the control itself. The cultures treated with the 5.0 UM concentration showed the greatest
growth in relation to the other concentrations (1.0, 10.0 and 20.0 uM). Although the
antiproliferative effect has decreased, cultures treated with a concentration of 1.0 uM did
not show growth close to the untreated control (Figure 1b). In 72 h of treatment, control
remained proliferating, and cultures treated with 10.0 and 20.0 uM stopped proliferating.
Cultures treated with 1.0 uM remained proliferating, and cultures treated with 0.5 and 5.0
1M showed a decline in proliferation (Figure 1c). These results indicate that the drug has
a time-dose-dependent effect, since despite the low proliferation in 24 h, the cultures
proliferated again in 48 h, and again the proliferation decreased in 72 h. This effect was
not observed only at the concentration of 1.0 uM, which despite the decrease in

proliferation compared to the control, presented a linear growth similar to the control.
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Figure 1: Antiproliferative assay in the promastigote form of the parasite L. amazonesis. (a) L. amazonesis
treated with Co7HCHBPA for 24 h. (b) L. amazonesis treated with Co7HCHBPA for 48 h. (c) L.
amazonesis treated with Co7THCHBPA for 72 h. The groups marked by square brackets do not differ within
the same concentration, according to the Tukey test (p <0.05).
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The J774A.1 macrophage antiproliferative activity of the complex was

investigated. In 24 h, a considerable decrease in proliferation in macrophage cultures from
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the concentration of 50.0 uM was observed in comparison to controls. Concentrations of
0.5; 1.0; 5.0 and 10.0 uM showed similar values to the control (Figure 2a). The
antiproliferative effect remained similar to controls after 48 h at concentrations of 0.5;
1.0; 5.0 and 10.0 uM. Cultures treated with concentrations above 20.0 uM showed a
marked reduction in their growth (Figure 2b). In 72 h of treatment, controls remained
proliferating, and cultures treated with 0.5, 1.0 and 10.0 uM showed similar growth to
controls. The cultures treated with 5.0 UM showed a reduction in the proliferation.
Cultures treated with concentrations above 20.0 uM showed an even greater reduction in
their growth (Figure 2c). These results indicate that the complex does not present
cytotoxicity to macrophages in concentrations that were toxic to the promastigote form

of L. amazonensis.

Figure 2: Antiproliferative assay on J774A.1 macrophages. (a) Macrophages treated with CoTHCHBPA
for 24 h. (b) Macrophages treated with Co7THCHBPA for 48 h. (c) Macrophages treated with Co7THCHBPA
for 72 h. The groups marked by square brackets do not differ within the same concentration, according to
the Tukey test (p <0.05).
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The toxicity of this complex for the J774A.1 strain was evaluated after treatment
with different concentrations. By the MTT test it was observed that there was no statistical
difference in relation to the control (Figure 3). We calculated the value of 1Csg, CCspand
the selectivity index (SI). In 24 h, we observed an ICso value of 3.1 uM and CCsp of
205.66 M, resulting in an Sl value of 66.34.

Figure 3: Viability of J774A.1 cells, after treatment with the Co7HCHBPA metallocomplex. The cell line
J774A.1 was treated with increasing concentrations of the metallocomplex up to 200 uM, for 48 hours.
Groups marked with an asterisk differ from the control, and groups marked with two asterisks differ from
DMSO, according to the Tukey test (p <0.05).
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To observe the occurrence of changes in the morphology of the parasites treated
with this complex, the promastigote forms of L. amazonensis were processed for
observation by SEM (Figure 4). The images show that the treatment with this complex at
concentrations of 5 and 10 uM concentrations, after 36 h, promotes changes in the
promastigote forms of L. amazonensis (Figures 4c, 4d, 4e and 4f), which loses its normal
elongated aspect (Figures 4a and 4b). The images revealed the presence of cells with more
than one flagellum, shortening of the flagella, in addition to changes in the cell body, such

as membrane invagination, reduction and rounding.

Figure 4: Scanning electron micrograph of L. amazonensis after 36 hours of treatment with 5 pM of the
Co7HCHBPA compound. (a and b) Untreated cells with an elongated and fusiform cell body (1) and
flagellum logo (2), characteristic of the parasite. (c) Emergence of invaginations in the parasite membrane
(1); changes in the shape and size of the parasite's cell body (2). (d) Occurrence of a double flagellum (1);
(e) Emergence of invagination in the cell body (1) and changes in the size of the parasite's flagellum (2);
(f) Emergence of invagination (1) reduction and formation of double flagellum (2), and the alteration and
reduction in the cell body (3).

Control

30kV. X4,300 5pm 30kV  X7,500 2um

5uM

30kV  X12,000 1pm 30kv X7,000 2pm
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10 uM

30KV X9,000 2um 30KV X8,500  2um

4 DISCUSSION

In this work we evaluated the effects of a new Co(ll) complex on the promastigote
forms of L. amzonensis and macrophages J774A.1, in vitro. We observed that this
complex under investigation presents a dose-time dependent antiproliferative effect
(Figure 1) in the promastigote forms of L. amzonensis. Similar results have been observed
in other studies. Palladium-coordinated compounds inhibited the growth of promastigotes
in three species of Leishmania: L. major, L. mexicana and L. donovani (FRICKER etal.,
2007); Lanthanide complexes were used in tests in vitro antiproliferative against activity
Leishmania spp. and T. cruzi and demonstrated effects superior to the drugs already used
(CABALLERO et al., 2014); Ruthenium complexes exhibited potent cytotoxic activity
against all species L. amazonensis, L. braziliensis, L. infantum (COSTA et al., 2017);
Several complexes with different metallic cores, including cobalt, have shown activity
against L. donovani (HUBIN et al., 2019).

The cytotoxicity assessment tests on J774A.1 macrophages revealed that the
complex studied here showed an amphiproliferative effect on macrophages at
concentrations that were toxic to L. amazonensis promastigotes (Figures 2 and 3). Other
studies with complexes have already demonstrated that they do not have a cytotoxic effect
in different strains of macrophages. Coordination compounds containing ruthenium were
not toxic to the macrophage lineage RAW 264.7 (COSTA etal., 2017). Metallocomplexes
with different metallic nuclei, including cobalt, did not show antiproliferative effect in
THP-1 cells (HUBIN et al., 2019 In our studies, we also observed that this new Co(ll)
complex aggressively affected the growth rates and doubling time of the L. amazonensis
promastigote forms, however, it did not show much interference in J774A.1 macrophage

cultures. In our study, we observed an Sl value of 66,34. In our study, we observed an Sl

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 14653-14668 feb. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

14666

value of 66.34. Studies with L.amazonesis have shown that Glucantime has an Sl of 1,39
and Amphotericin B has an Sl of 22,34 (XAVIER et al., 2016) which demonstrates that
our metallocomplex is promising.

Throughout this study, we observed, by scanning electron microscopy, that there
are drastic morphological changes in the promastigote form of L. amazonensis caused by
the Co(Il) complex. The morphological effects were observed in the 36 h period (Figures
4 and 5). We observed that the parasite loses its normal elongated aspect, had more than
one flagellum, shorter flagella, in addition to changes in the cell body, such as membrane
invagination, reduction and rounding. These changes were attributed to the action of the
complex, since the division of the parasite starts from the cell body to the flagellum, thus,
the formation of the double flagellum characterizes an irregular division that begins with
the flagellum. Under normal conditions, the parasite has specific characteristics such as

spindle-shaped and elongated cell body and long flagellum.

5 CONCLUSION

Finally, we conclude that in vitro analyzes demonstrated that new Co(ll) complex
under investigation presents an antiproliferative effect in promastigote forms of L.
amazonensis in concentrations that are not toxic to macrophages. Furthermore, the
electronic microscopy assays revealed that this complex induces several morphological
changes which may be associated with cell death induction by autophagy in the

promastigote forms of L. amazonensis.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 14653-14668 feb. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

14667

REFERENCES

AHMAD, Saeed et al. Perspectives in bioinorganic chemistry of some metal based
therapeutic agents. Polyhedron, v. 25, n. 7, p. 1633-1645, 2006.

ASHFORD, Richard W. The leishmaniases as emerging and reemerging
zoonoses. International journal for parasitology, v. 30, n. 12-13, p. 1269-1281, 2000.

ASHOK, Devika; ACHA-ORBEA, Hans. Timing is everything: dendritic cell subsets in
murine Leishmania infection. Trends in parasitology, v. 30, n. 10, p. 499-507, 2014.

BRUIININCX, Pieter CA; SADLER, Peter J. New trends for metal complexes with
anticancer activity. Current opinion in chemical biology, v. 12, n. 2, p. 197-206, 2008.

CABALLERO, Ana B. et al. Lanthanide complexes containing 5-methyl-1, 2, 4-triazolo
[1, 5-a] pyrimidin-7 (4H)-one and their therapeutic potential to fight leishmaniasis and
Chagas disease. Journal of Inorganic Biochemistry, v. 138, p. 39-46, 2014.

COSTA, Monica S. et al. Anti-Leishmania activity of new ruthenium (1) complexes:
Effect on parasite-host interaction. Journal of inorganic biochemistry, v. 175, p. 225-
231, 2017.

DA SILVA, Luciana Lemos Rangel et al. Further evidence that naphthoquinone inhibits
Toxoplasma gondii growth in vitro. Parasitology international, v. 64, n. 6, p. 622-631,
2015.

De Souza W. Protozoologia Médica. Rubio, Rio de Janeiro, 2013.

FRICKER, Simon Paul. Metal based drugs: from serendipity to design. Dalton
transactions, n. 43, p. 4903-4917, 2007.

HUBIN, Timothy J. et al. Tetraazamacrocyclic derivatives and their metal complexes as
antileishmanial leads. Polyhedron, v. 163, p. 42-53, 2019.

KAYE, Paul; SCOTT, Phillip. Leishmaniasis: complexity at the host—pathogen
interface. Nature Reviews Microbiology, v. 9, n. 8, p. 604-615, 2011.

MARSDEN, Phiplip D.; JONES, Tracey C. Clinical manifestations, diagnosis and
treatment of leishmaniasis. Leishmaniasis. Elsevier Science Publishers, Amsterdam,
The Netherlands, p. 183-198, 1985.

BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Vigilancia em Satde. Departamento
de Vigilancia Epidemioldgica. Guia de vigilancia epidemiologica / Ministério da Salde,
Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia Epidemiolégica. — 7.ed.
— Brasilia Ministério da Saude, 20009.

MOUGNEAU, Evelyne; BIHL, Franck; GLAICHENHAUS, Nicolas. Cell biology and
immunology of Leishmania. Immunological reviews, v. 240, n. 1, p. 286-296, 2011.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 14653-14668 feb. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

14668

NEVES, David Pereira; MELO Alan Lane de; LINARDI, Pedro Marco; VITOR, Ricardo
W. Almeida. Parasitologia humana. 11 a. ed. Rio de Janeiro, Atheneu, 2007.

PORTES, J. A. etal. In vitro treatment of Toxoplasma gondii with copper (I11) complexes
induces apoptosis-like and cellular division alterations. Veterinary parasitology, v. 245,
p. 141-152, 2017. DOI: 10.1016/j.vetpar.2017.04.002.

PORTES, Juliana de A. et al. A new iron (I11) complex-containing sulfadiazine inhibits
the proliferation and induces cystogenesis of Toxoplasma gondii. Parasitology research,
v. 117, n. 9, p. 2795-2805, 2018. DOI: 10.1007/s00436-018-5967-7.

RAMIREZ-MACIAS, Inmaculada et al. Biological activity of three novel complexes
with the ligand 5-methyl-1, 2, 4-triazolo [1, 5-a] pyrimidin-7 (4 H)-one against
Leishmania spp. Journal of antimicrobial chemotherapy, v. 66, n. 4, p. 813-819, 2011.
DOI: 10.1093/jac/dkg537.

SAVOIA, Dianella. Recent updates and perspectives on leishmaniasis. The Journal of
Infection in Developing Countries, v. 9, n. 06, p. 588-596, 2015. DOI:
10.3855/jidc.6833.

SILVEIRA, F. T. et al. Immunopathogenic competences of Leishmania (V.) braziliensis
and L.(L.) amazonensis in American cutaneous leishmaniasis. Parasite immunology, v.
31, n. 8, p. 423-431, 20009.

SOUZA, Tayse Domingues et al. Visceral leishmaniasis in zoo and wildlife. Veterinary
parasitology, v. 200, n. 3-4, p. 233-241, 2014.

TEIXEIRA, Dirceu E. et al. The cell biology of Leishmania: how to teach using
animations. PLoS Pathog, v. 9, n. 10, p. €1003594, 2013.

VAN RUIJT, Sabine H.; SADLER, Peter J. Current applications and future potential for
bioinorganic chemistry in the development of anticancer drugs. Drug discovery today,
v. 14, n. 23-24, p. 1089-1097, 2009.

World Health Organization - WHO (2020). Leishmaniasis.
https://www.who.int/leishmaniasis/disease/en/. Acesso em 20 de Abril de 2020.

XAVIER, Francisco José Seixas et al. Synthesis and in vitro anti Leishmania amazonensis
biological screening of Morita-Baylis-Hillman adducts prepared from eugenol, thymol
and carvacrol. Molecules, v. 21, n. 11, p. 1483, 2016.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 14653-14668 feb. 2021


http://www.who.int/leishmaniasis/disease/en/
http://www.who.int/leishmaniasis/disease/en/

Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

20106

Evaluation of ultrastructural changes and cell death on Leishmania
amazonensis promastigote forms induced by a new coordinated
complex Co (1)

Avaliacao de alterag6es ultraestruturais e morte celular em formas
promastigotas de Leishmania amazonensis induzidas por um novo
complexo coordenacédo Co (I1)

DOI:10.34117/bjdv7n2-584

Recebimento dos originais: 25/01/2021
Aceitacdo para publicacdo: 25/02/2021

Aline Rodrigues de Mesquita Lorete-Terra
PhD Student on the Program in Translational Biomedicine (BioTrans)
University of Grande Rio Prof. José de Souza Herdy - UNIGRANRIO
Address: Av. Manuel Caldeira de Alvarenga, 1203, Campo Grande, Rio de Janeiro - RJ,
Brazil
E-mail: alinelorete@gmail.com

Renato Augusto Da Matta
Professor of Cell Biology
State University of the North Fluminense Darcy Ribeiro - UENF
Address: Av. Alberto Lamego, 2000, Parque California, Campos dos Goytacazes - RJ,
Brazil
E-mail: renato@uenf.br

Celso Barbosa de Santanna Filho
Professor of Cell Biology
INMETRO
Address: Av. Nossa Sra. das Gracas, 50, Xerém, Duque de Caxias - RJ, Brazil
E-mail: celso.santanna@gmail.com

Christiane Fernandes
Professor of Chemical synthesis
Federal University of Santa Catarina - UFSC
Address: Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina -
Campus Trindade, Floriandpolis - SC, Brazil
E-mail: christiane.horn@ufsc.br

Adolfo Horn Junior
Professor of Chemical synthesis
Federal University of Santa Catarina - UFSC
Address: Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina -
Campus Trindade, Floriandpolis - SC, Brazil
E-mail: adolfo@uenf.br

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 20106-20118 feb. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

20107

Wanderley de Souza
Professor of Parasitology
Federal University of Rio de Janeiro — UFRJ
Address: Av. Carlos Chagas Filho, 373, llha do Fundéo, Rio de Janeiro - RJ, Brazil
E-mail: wsouza@biof.ufrj.br

Fabio da Silva de Azevedo Fortes
Professor of Physiology, Pathology and Biophysics
State University of the West Zone of Rio de Janeiro - UEZO
Address: Av. Manuel Caldeira de Alvarenga, 1203, Campo Grande, Rio de Janeiro - RJ,
Brazil
E-mail: fabiofortes@hotmail.com

Sérgio Henrique Seabra
Professor of Parasitology
State University of the West Zone of Rio de Janeiro - UEZO
Address: Av. Manuel Caldeira de Alvarenga, 1203, Campo Grande, Rio de Janeiro - RJ,
Brazil
E-mail: seabrash@gmail.com

ABSTRACT

Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania and transmitted
by vectors of the phlebotomine subfamily. In Brazil, the species Leishmania amazonensis
is the etiological agent of the diffuse cutaneous form. Currently, the treatment employed
is associated with several side effects, which stimulated the development of new
alternatives for the treatment of this important neglected disease. Thus, metallocomplexes
appear as a new alternative for antiparasitic therapy. Its action has been evaluated on
different species of parasites of the Trypanosomatidae family, including species of the
genus Leishmania. In this work, we evaluated the effect of a new Co (Il) complex, against
promastigotes of L. amazonensis of strain WHOM / BR / 75 / Josefa. Transmission
electron microscopy (TEM) was performed to evaluate the parasite's ultrastructure and
confocal laser microscopy to check for death by autophagy of the parasite. The complex
was able to induce ultrastructural changes in the parasite, such as the formation of
autophagic vacuoles near the pouch region flagellar and myelin figure formations.
Finally, tests with anti-LC3B labeling indicated the possible death of the parasite by
autophagy.

Keywords: Leishmania amazonensis, Co(ll) complex, TEM, autophagy.

RESUMO

As leishmanioses sdo doencas provocadas por protozoarios do género Leishmania e
transmitidas por vetores da subfamilia dos flebotomineos. No Brasil, a espécie
Leishmania amazonensis € o0 agente etiologico da forma cutanea difusa. Atualmente, o
tratamento empregado é associado a diversos efeitos colaterais, o que estimulou o
desenvolvimento de novas alternativas para o tratamento desta importante doenca
negligenciada. Assim, os metalocomplexos surgem como uma nova alternativa de terapia
antiparasitaria. Sua acdo tem sido avaliada em diferentes espécies de parasitas da familia
Trypanosomatidae, incluindo espécies do género Leishmania. Neste trabalho, avaliamos
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o efeito de um novo complexo de Co (I1), contra promastigotas de L. amazonensis da cepa
WHOM / BR / 75 / Josefa. Foram realizadas microscopia eletronica de transmissao
(MET) para avaliacdo da ultraestrutura do parasite e microscopia confocal a laser para
verificar a morte por autofagia do parasita. Os resultados mostraram que o complexo foi
capaz de induzir alteracdes ultraestruturais no parasita, como como formacéo de vacutolos
autofagicos proximos a regido da bolsa flagelar e formacgdes de figura de mielina. Por
fim, ensaios com marcacdo anti-LC3B indicaram a possivel morte do parasita por
autofagia.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, complexo Co (I1), MET, autofagia.

1 INTRODUCTION

Leishmaniasis are infectious and parasitic diseases that affect humans, caused by
several species of protozoa of the genus Leishmania (ASHFORD, 2000; WHO 2020).
According to the World Health Organization, they are considered an important public
health problem, as well as a neglected tropical disease (WHO, 2020).

Parasites belonging to the genus Leishmania have a digenetic life cycle, living
alternately in vertebrate hosts and vector insects, the latter being responsible for the
transmission of parasites from one mammal to another (TEIXEIRA, 2013). In
mammalian hosts, represented in nature by various orders and species, the parasites
assume the amastigote shape, rounded and immobile, which multiplies in cells that may
be hematopoietic or not, such as keratinocytes, Langerhans cells, neutrophils,
macrophages and fibroblasts, however, the macrophage is considered the main host cell
in which the parasite can survive and multiply (MOUGNEAU, BIHL and
GLAICHENHAUS, 2011; KAYE and SCOTT, 2011; ASHOK and ARCHA-ORBEA,
2014). In invertebrate hosts, leishmanias inhabit the lumen of the intestine of the female
insect. There, the amastigote forms, ingested during the blood meal, differ in flagellate
forms, morphologically and biochemically distinct from the amastigotes, being
subsequently inoculated in the promastigote form in the skin of mammals during the bite
(TEIXEIRA, 2013).

Leishmaniasis can present different clinical manifestations. In Brazil, the species
Leishmania amazonensis is one of the species responsible for the cutaneous form of the
disease; however, in some individuals the disease can evolve, leading to clinical
manifestations of diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL) (MARSDEN and JONES,
1985). DCL was first described in the Brazilian Amazon, in the state of Parg, by Silva
(1958), who reported the first clinical findings in a rare form of cutaneous leishmaniasis,
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highlighting the nature of keloid skin lesions and bone tissue lesions in extremities (hands
and feet) (SILVEIRA, 2009).

The current treatment for leishmaniasis is the pentavalent antimonial drugs
Glucantime® (meglumine antimoniate) and Amphotericin B, used in the first and second
lines, respectively, being applied intramuscularly or intravenously. However, these drugs
often cause side effects, such as arthralgia, myalgia, nausea, tachycardia, fever and
vomiting, in addition to being expensive drugs (NEVES, 2007; BRASIL, 2009; DE
SOUZA et al., 2013), thus, it is necessary to develop new drugs to be used in the treatment
of this disease of great impact on public health.

Metallocomplexes are an excellent alternative. These compounds are made up of
transition metals, coordinated with drugs, and have possibilities of coordination and
geometries with the ligand (drug) (VAN RIJT and SADLER, 2009). This coordination
allows to interact with the specific molecular target, mainly with biological molecules
(FRICKER, 2007) allowing the increase of lipophilicity (AHMAD, 2006; BRUIJNINCX
and SADLER, 2008). Several studies have already shown that metal-coordinated
compounds can be an alternative in antiparasitic therapy. Compounds coordinated with
lanthanides have shown antiparasitic potential against L. infantum, L. brasiliensis and
Trypanosoma cruzi. Its in vitro activity was similar to or significantly exceeded those
demonstrated by two of the most commonly used drugs for the treatment of leishmaniasis
and Chagas disease, Glucantime and benznidazole, respectively (CABALLERO et al.,
2014).

Studies by our group showed that coordination compounds with iron (I11), Zn (I1)
and Cu (Il) can control the growth of Toxoplasma gondii, the causative agent of
toxoplasmosis, and even promote the death of the parasite (PORTES et al., 2018). The
complexes reduced the growth of T. gondii and, at the same time, caused low cytotoxicity
in the host cells. In addition, one of the complexes used induced distinct morphological
and ultrastructural changes in the parasites (PORTES et al., 2017; 2018). Knowing that
coordination compounds can be applied as a good antiparasitic strategy, this work aimed
to evaluate the leishmanicidal effect of the new Co (11) complex, against the extracellular
(promastigote) form of L. amazonensis, through the analysis of ultrastructure by
Transmission Electron Microscopy (TEM), as well as evaluating the induction of parasite

death by autophagy, using Confocal Laser Microscopy.
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2 METHODS AND METHODS
2.1 CELL CULTURE OF LEISHMANIA AMAZONENSIS

The promastigote forms of L. amazonensis were obtained from the differentiation
of amastigotes isolated from lesions in Balb/C mice and grown in Warren's medium, (BHI
- Brain Heart Infusion - Sigma®) plus 20 pug / L hemin - Sigma® and 10 pg / mL folic
acid - Sigma®, in inoculum of 5% of volume plus 10% of fetal bovine serum (FBS)
(Gibco-Thermo Fisher Scientific®) in bottles for sterile cultures and kept at temperature
of 25° C + 1°C. The samples were maintained through weekly passages up to a total of

six passages, ensuring that the parasites used in the experiments remained infectious.

2.2 SYNTHESIS OF THE LIGAND H2L

The ligand was obtained as described in Scheme 1, by the reaction between
equimolar amount of the epoxide (4g, 18 mmol) and HBPA (3g), in 100 mL of ethanol,
under reflux, for 5 days. The reaction was follow by TLC, using ethanol as eluent.
Subsequently, the solvent was removed under reduced pressure and the residue was to 50
cm?® of water. The compound was extracted with five 50 cm? portion of CHCI; and the
extracts were combined, washed with brine, dried over anhydrous MgSOg, filtered and

concentrated under reduced pressure. A orange oil was obtained.

Scheme 1: Synthesis of the ligand H2L..

OH OH
X
JOHt :
O + C,HsOH o o
NH Cafs N
o o \O /\ho

2.3 SYNTHESIS OF [Co(HL)Ct](H20)3

The cited complex (Scheme 2) was prepared by the reaction between the ligand
H2L (1 mmol, 432 mg) and CoCt2.6H20 (1 mmol, 237 mg), in methanol/propan-2-ol
(1:1), at room temperature. After allowing the purple solution to stand for a few days,
purple crystals were filtered off, washed with cold propan-2-ol and dried in a desiccator.
Yield: 70 mg (7%). m.p.: 245°C. Anal. Calcd. for C2sH29CICoN2Og; MW= 579.90 g mol
1. C,51.78; H, 5.04; N, 4.83. Found: C, 52.84; H, 5.15; N, 4.79. The IR spectrum exhibits
bands at 3412 (v OH), 3068 (aromatic CH), 2970-2864 (aliphatic CH), 1506, 1477, 1444,
1400 (v C=N and C=C), and at 779 cm™* (§ C-H), ESI(+)-MS spectrum shows a peak with
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m/z of 490, attributed to the Co(lIl) complex: [Co(I11)(HL)]", as a result of desprotonation
of the ligand H2L with the releasing of a HCL molecule from the starting complex.
Electronic spectrum of Co(Il) complex, in DMSO, presents two d-d transitions at 596 nm
(122 dm*.molt.cm™) e outra em 689 nm (46 dm3.mol™.cm™).

Scheme 2: Synthesis of Co(ll) complex.

. QO

X
Qo0 SR

, CoCl CH10 N__|in_~OH
Y o o o%2.0H0 CHO o
ol :
N

2.4 TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY
To evaluate the ultrastructure of L. amazonensis promastigotes in the presence of

Cl

the complex, the parasites were kept in the presence (10 uM) and absence of the
complex for 24 and 48 h, and then they were washed with serum-free medium and was
fixed with 2.5% glutaldehyde and 4% recently prepared formaldehyde in sodium
cacodilate buffer (0.1M, pH 7.2) for 2 h. Cells were washed with sodium cacodilate
buffer and post-fixed with 1% osmium tetroxide, 1.6% potassium ferrocyanide and 5
mM calcium chloride in sodium cacodilate buffer for 1 h. Cells were dehydrated with
acetone serial concentrations of 30%, 40%, 50%, 70% and 100%. Inclusion was
performed with epoxy resin. Ultrafine sections were contrasted with uranyl acetate and
lead citrate and observed in a Transmission Electron Microscope Zeiss®900, using

voltage acceleration of 30 kv.

2.5 CONFOCAL LASER MICROSCOPY

In order to evaluate the induction of the parasite's death by autophagy, cultures of
the L. amazonensis promastigote forms were treated with the complex at concentrations
of 5 uM and 10 pM. The control used was culture without treatment. These concentration
values were stipulated according to the results of the growth curve tests and evaluation of
the antiproliferative effects. For such experiments, the parasites were first fixed in PHEM
buffer (60mM Pipes, 20mM Hepes, 10mM EGTA, and 5mM magnesium chloride -
Sigma® pH 7.2) containing 4% (v/v) of paraformaldehyde (Merck®), for 30 min at room
temperature (RT = 36 ° C). Then, the parasites were adhered for 20 min to RT in

coverslips previously coated with 0.1% poly-L-lysine. After fixation and adhesion, the
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coverslips were washed, permeabilized in PHEM containing 0.3% Triton X-100
(Sigma®) for 5 min, and incubated with 50 mM Ammonium chloride (NH4CI) for 30
min., then with Serum Albumin Bovine (SAB) 3% in PHEM buffer (PHEM-SAB) for 30
min at RT (room temperature). After incubation with the blocks, the coverslips were
incubated with rabbit polyclonal antibody LC3B (dilution 1: 1000) for 1 h at RT.
Subsequently, incubation was performed with secondary goat anti-rabbit antibody
conjugated to Alexa-546 (dilution 1: 100) (Molecular Probes) for 1 h at RT. After
labeling, the cells were washed with PBS and the coverslips were mounted with the
“ProLong® Gold antifade” reagent (Invitrogen) with 4 ', 6-diamidino-2-phenyl- indole

(DAPI) and observed using a confocal laser scanning microscope (LSM-710, Zeiss).

3 RESULTS

The Co(ll) complex was analyzed for its antiproliferative activity against the
promastigote form of L. amazonensis. Co(ll) complex, were evaluated using TEM.
Promastigote forms were treated with this complex at a concentration of 10 uM in the
periods of 24 and 48 h. Control parasites, untreated, were also observed by MET and
showed a normal ultrastructure, where the nucleus (N) was with its entire structure and
decompressed chromatin, kinetoplast (k) in its characteristic compaction, flagellum (f)
emerging from the flagellar pouch (fp) and subpellicular microtubules (sm) in the
membrane (sm) (Figures 1a and 1b). After treatment with the complex, several changes
were observed, among them: formation of autophagic vacuoles near the region of the

flagellar pocket (Figures 1 and 2) myelin figure (mf) formations (Figure 1).
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Figure 1: Transmission electron micrograph of L. amazonensis after 24 hours of treatment with 100
pM of the compound Co7THCHBPA. (a, b) Untreated cells with characteristic parasite structures. (c)
Altered flagellar pouch, indicating death by autophagy (1). (d) Altered flagellar pouch (1) and formation of
myelin figures (2). (e) Alteration of the flagellar pouch (1). (f) Myelin figure - Image d enlargement (2).

Control

| —— A L)

———— 200 nm

10 uM

e 200 NM

————— 100 nm
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Figure 2: Transmission electron micrograph of L. amazonensis after 48 hours of treatment with 10
pM of the Co7THCHBPA compound. (a, b) Untreated cells with characteristic parasite structures. (c)
Altered flagellar pouch, indicating death by autophagy (1). (d) Altered flagellar pouch (1). (€) Alteration of

the flagellar pouch (1). (f) Alteration of theflagellar pouch - Image d enlargement. -

Control

— 1L AL

10 uM

Since the ultrastructure analysis of L. amazoensis promastigotes treated with the
Co(Il) complex presented the formation of autophagic vacuoles (in the region of the
flagellar pocket), it was investigated whether this current treatment is inducing autophagy
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in these promastigotes. For this, the parasites treated at 5 uM and 10 uM of Co(II)
complex were incubated with an antibody against the LC3B protein and observed under
an immunofluorescence microscope. In the control cells, there were no markings for
autophagy, as expected (Figure 3a). The cells treated with 5 pM showed positive staining
for the LC3B protein (Figure 3b), which indicates that the complex is inducing the
parasite to autophagy. Subsequently, cells treated with 10 uM were subjected to the same
evaluation (Figure 3c), also showing positive marking for anti-LC3B indicating
autophagy.

Figure 3: Laser confocal microscopy showing cell death by L. amazonensis autophagy after treatment
with the Co7THCHBPA compound. (a) Control cells in blue, with autophagy marking on cells treated with
5 uM (b) and 10 uM (¢) of the compound Co7HCHBPA. The anti-LC3B marking corresponds to the pinkish
red dots in the figure.

4 DISCUSSION

In this work we evaluated the effects of a new Co(ll) complex on the promastigote
forms of L. amzonensis in vitro. Throughout this study, we observed, by transmission
electron microscopy, that there are drastic ultrastructural changes in the promastigote
form of L. amazonensis caused by the Co(ll) complex. Regarding the ultrastructure,
changes were observed in the periods of 24 and 48 h, where several changes were seen,
among them: formation of autophagic vacuoles close to the region of the flagellar pocket,
myelin figure formations (Figure 1 and 2), indicating cell death. Other complexes had an
effect on the parasite's energy metabolism, also causing degradation in the membranes of
organelles and cell death (RAMIRES-MACIAS, 2011; CABALLERO et al., 2014;
COSTA et al.,, 2017; HUBIN et al., 2019). Investigations carried out with Fe(lll)
complexes already demonstrated morphological and ultrastructural changes in T. gondii
(PORTES et al., 2015 and 2017).
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Finally, considering that the ultrastructure analysis of L. amazoensis
promastigotes treated with this Co(ll) complex indicated the formation of autophagic
vacuoles (in the region of the flagellar pouch), it was investigated whether these
promastigotes could have cell death due to autophagy triggered by this treatment. The
cells treated with 5 uM showed positive staining for the LC3B protein (Figure 3),
indicating that the Co(ll) complex induced the parasite to autophagy. Subsequently, cells
treated with 10 uM were subjected to the same evaluation (Figure 3), also showing

positive marking for anti-LC3B indicating autophagy.

5 CONCLUSION

In conclusion, all the results obtained from this work, strongly suggest that the
tested metallocomplex has a leishmanicidal action, presenting significant effects on the
promastigote form with a concentration (in uM) that does not affect macrophages.
However, in the future, tests on intracellular amastigotes should be developed so that we
can evidence its effect, and in this way, indicate it as a good candidate for future tests,

whether used alone or coordinated with other compounds.
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