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RESUMO

Considerando que o atual arsenal de farmacos empregados no tratamento das
leishmanioses apresenta varias limitacbes quanto a eficacia e custos, além da
emergéncia de linhagens resistentes de parasitos, a necessidade urgente de busca
por novas alternativas vem sendo amplamente explorada. Inspirados pelo fato de
gue os compostos a base de ouro sédo candidatos promissores a drogas antitumorais
e antileishmania, estudamos a acao biolégica de uma série de seis complexos de
ouro(l) simétricos contendo carbeno N-heterociclico (NHC) como ligante, com
variacdes sistematicas da cadeia ligada ao nitrogénio. Todos os complexos foram
ativos na faixa de micromolar com valores de EC50 (half maximal effective
concentration) variando de 1.57 a 8.30 pyM contra promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis e L. (Viannia) braziliensis. O composto com cadeias
laterais 1,3,5-trimetilbenzeno se mostrou o melhor candidato da série, com um indice
de seletividade maior que 13 contra ambas as espécies. Também observaram-se
alteracdes morfologicas a partir de 12.5 uM de cada composto para promastigotas
apos 24 h de incubacao, além de um aumento na permeabilidade de membrana
apos apenas 15 min de incubacdo com o NHC3. Amastigotas intracelulares também
se mostraram sensiveis aos compostos testados, com inibicdo significativa de taxas
de infeccdo e de carga parasitaria in vitro. Tais resultados mostram-se altamente
promissores e abrem a possibilidade de explorar esses complexos de Au' como

moléculas leishmanicidas.

Palavras-chave: Leishmania; complexos de ouro(l); carbenos N-heterociclicos.



ABSTRACT

Considering the limitations in effectiveness and cost of the current drug arsenal to
treat leishmaniasis, as well as the emergence of resistance, novel options are an
urgent need. Inspired by the fact that gold-based compounds are promising
candidates for antitumor and antileishmanial drugs, we studied the biological action
of a series of six gold(l)-N-heterocyclic-carbenes complexes containing varied N-aryl.
All complexes were active in the micromolar range with EC50 values (half maximal
effective concentration) ranging from 1.57 to 8.30 pM against Leishmania
(Leishmania) amazonensis and L. (Viannia) braziliensis promastigotes. The mesytil
derivative (NHC3) proved to be the best candidate in the series, with a Selectivity
Index greater than 13 against both species. We also observed morphological
changes in promastigotes in the concentration of 12.5 yM after 24h of incubation.
Moreover, the membrane permeability increased after 15 min of incubation with
NHC3. Intracellular amastigotes were also sensitive to the compounds tested, with
significant inhibition of infection rates and parasite load in vitro. Such results are
highly promising and open the possibility of exploring these Au' complexes as

leishmanicidal molecules.

Keywords: Leishmania; gold(l) complexes; N-heterocyclic carbenes.
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1 INTRODUCAO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) impactam mais de 1 bilhdo
de pessoas mundialmente e contribuem com o dano na economia e
comprometimento de popula¢des vulneraveis, principalmente em paises pobres e
em desenvolvimento.> 2 No atual contexto da pandemia da COVID-19, espera-se
que muitas destas populacfes sejam impactadas a médio e longo prazo, visto que a
curto prazo ja sdo relatados casos de co-infecgcdes por diferentes agentes
parasitarios e SARS-CoV-2.2 A leishmaniose é um importante exemplo de DTN
declarada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), afetando de 0,7 a 1 milhdo
de pessoas e mais 350 milhdes em risco nos 98 paises em que é endémica.™ * E
primariamente zoondtica, com algumas excecdes na Africa Oriental e Asia, onde
humanos podem atuar como reservatérios e envolverem-se na transmissao
antropongética da leishmaniose. Trata-se de uma infec¢cdo causada por um parasita
intracelular transmitido por vetores flebotomineos, popularmente conhecido como
mosquito-palha. Os sintomas variam de lesGes cutaneas de cura espontanea a uma
forma visceral potencialmente fatal.?

Os tratamentos disponiveis representam um desafio devido ao alto custo
dos farmacos, necessidade de alta dosagem, administracdo parenteral, casos de
resisténcia e efeitos colaterais importantes. Devido a esses motivos, a pesquisa por
novas alternativas terapéuticas, menos toxicas, mais econdmicas, eficazes e

acessiveis é absolutamente necessaria.’

1.1 Leishmania e leishmaniose

As leishmanioses pertencem a um complexo grupo de doencgas causadas
por protozoarios do género Leishmania (Trypanosomatida: Trypanosomatidae). As
primeiras tentativas de classificacdo da Leishmania comegaram no inicio do século
XX, mas somente em 1987 os pesquisadores Lainson e Shaw propuseram um
sistema ainda aceitavel atualmente, que agrupa as espécies em dois subgéneros de
acordo com o desenvolvimento no vetor. O subgénero Leishmania engloba espécies
que se desenvolvem no intestino médio e anterior enquanto aquelas que se
desenvolvem no intestino posterior e piloro sdo alocadas no subgénero Viannia.® ’

S&o parasitas unicelulares obrigatorios com ciclo de vida heteroxénico e
dimérfico, ou seja, necessitam de pelo menos dois hospedeiros para completar seu

ciclo de vida (inseto vetor e hospedeiro mamifero) e apresentam duas morfologias
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principais (promastigota e amastigota). Aproximadamente 53 espécies ja foram
descritas, das quais 31 sdo capazes de infectar mamiferos, sendo 20 patogénicas
para humanos.” 2 As espécies que ocorrem no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa)
pertencem ao subgénero Leishmania e sdo transmitidas por flebotomineos,
principalmente, do género Phlebotomus. As do Novo Mundo (Américas) pertencem
aos subgéneros Leishmania e Viannia e sao transmitidas por flebotomineos,
principalmente, do género Lutzomyia.? No Brasil, as principais espécies circulantes

estao descritas na Tabelal.

Tabela 1. Espécies de Leishmania circulantes no Brasil e formas clinicas da

leishmaniose associadas a cada espécie.

LEISHMANIOSE CUTANEA LEISHMANIOSE

Localizada Disseminada Mucocutanea Difusa VISCERAL

L. braziliensis**
L. guyanensis**

L. amazonensis* L. braziliensis L. braziliensis

L. infantum*

L. lainsoni** L. amazonensis L. amazonensis L. amazonensis : .
(sin. chagasi)

L. naiffi** L. guyanensis
L. shawi**

L. lindenbergi**

*Subgénero Leishmania

*Subgénero Viannia
Fonte: Adaptado.™

A transmisséo ocorre quando a forma extracelular flagelada e infectiva
(promastigota metaciclico) € regurgitada no hospedeiro mamifero durante o repasto

8 No hospedeiro mamifero, os

sanguineo de fémeas de flebotomineos.>
promastigotas séo fagocitados principalmente por macrofagos e, no interior do
vacuolo parasitoforo, se diferenciam para a forma intracelular ndo flagelada
(amastigota) e se multiplicam por fissdo binaria até consequente lise celular. Os
amastigotas livres continuam sendo fagocitados e infectando novas células e,
ocasionalmente, podem ser ingeridos pelo vetor novamente.® No intestino do inseto,
0s amastigotas se diferenciam para formas proliferativas (promastigotas prociclicos),

gue se multiplicam e se diferenciam em promastigotas metaciclicos por 3 dias. Apos


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-42302018000300281#TFN1
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-42302018000300281#TFN1
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-42302018000300281#TFN1
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-42302018000300281#TFN1
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-42302018000300281#TFN1
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-42302018000300281#TFN1
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esse periodo, migram para a probdscide do inseto para dar sequéncia ao ciclo

biologico da Leishmania (Figura 1).> 12

diferenciacao
em amastigota
vactiolo !
.

parasitéforo

replicagao dos
amastigotas

fagocitose
do promastigota

fagocitose

do amastigota

.
® ©
° o
il
® &
macréfago @ ® & H ‘

s . ; lise
Hospedeiro mamifero  celular

»
|
promastigotas
\\Infectlvos ° . /
) ° D ¢
s o 0o © ingestéo do
4 Inseto vetor ® 0 repasto sanguineo

S

Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania entre o hospedeiro mamifero e o inseto vetor,

com suas diferentes formas bioldgicas.
Fonte: Adaptado.12

As manifestagdes clinicas variam de acordo com o sistema imune e
localizacdo geografica do hospedeiro, o que determina as diferentes espécies
circulantes e seus respectivos sintomas, podendo ser classificadas como
leishmaniose visceral (LV) ou cutanea (LC).® ** Dos 200 paises e territérios que
reportaram a OMS em 2019, 98 foram considerados endémicos para leishmaniose,
dos quais 71 foram endémicos para LV e LC, 8 para LV apenas e 19 para LC

apenas.*
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1.1.1 Leishmaniose visceral

Também conhecida como calazar, € a forma sistémica e mais severa da
doenca que se desenvolve de meses a anos apos a inoculagdo do parasita como
resultado da disseminacdo dos macréfagos infectados pelo sistema
reticuloendotelial do hospedeiro.*

E reportada em muitos paises da Asia, Africa, Mediterrdneo, Oriente

1,** com uma estimativa de 50.000 a 90.000 novos

Médio e Américas do Sul e Centra
casos anualmente, sendo estimado que apenas 25 a 45% dos casos sejam
reportados a OMS. Cerca de 95% dos casos registrados em 2018 ocorreram no
Brasil, China, Etiépia, india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Suddo do Sul e Sud&o.*

Dentre as DTN do Brasil, a LV é a terceira mais mortal, causando mais
mortes que a dengue e malaria no periodo de 2000 a 2011. De 2001 a 2014 foram
reportados 47.859 novos casos, com média anual de 3.419 novos casos/ano e
aumento no nimero de municipios atingidos (11.7% em 2002 a 16.8% em 2014).%°
O flebotomineo Lutzomyia longipalpis é responsavel pela transmissao do principal
agente etiolégico Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, que tem os canideos
como principais hospedeiros reservatérios.'® De acordo com o Ministério da Saude®’,
a maior parte dos casos de LV em 2019 concentrou-se nas regidbes Nordeste,

Sudeste, Centro-Oeste e leste da regido Norte do Brasil (Figura 2).
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Figura 2. Numero de casos de leishmaniose visceral reportados no Brasil por

Unidade Federativa no ano de 2019.
Fonte: Ministério da Saude.*’

Baseado em diferentes espécies, a LV pode ser classificada como
antropondtica ou zoongdtica. A primeira € transmitida entre humanos pelos vetores e
é causada principalmente por L. (L.) donovani por toda Africa Oriental e Oriente
Médio, especialmente Sudao, Somalia, [émen e Arébia Saudita.*® Porém, no Brasil a
transmissdo é exclusivamente zoondtica na disseminacdo de L. (L.) infantum
chagasi.*®

Os sinais e sintomas da LV incluem febre, perda de peso, anorexia,
fraqueza, palidez, tosse, diarreia, epistaxe, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia e
retardo do crescimento em criancas (Figura 3A).** Os achados laboratoriais incluem
pancitopenia e hipergamaglobulinemia. Se a doenga permanece sem tratamento,
caquexia e faléncia multissistémica, hemorragia devido a trombocitopenia e
infecgcbes superpostas podem causar a morte em mais de 90% dos casos.”°

Uma possivel consequéncia da LV é a leishmaniose dérmica pos-calazar,
gue se manifesta com maculas hipopigmentadas difusas, erupcdo malar, papulas,
nodulos e placas em todas as partes do corpo (Figura 3B). E quase exclusivamente

encontrada na Africa Oriental e india, onde L. (L.) donovani é o agente etiol6gico.**



21

Figura 3. Manifestacbes clinicas da leishmaniose visceral. Pacientes com (A)
leishmaniose visceral, evidenciada pela hepatoesplenomegalia, e (B) leishmaniose

dérmica pos-calazar, evidenciada pelas lesdes dérmicas nodulares.
Fonte: WHO."

1.1.2 Leishmaniose cutanea

E a forma mais comum dentre as leishmanioses, sendo caracterizada por
uma ou mais lesbes que se desenvolvem de semanas a meses apos a inoculacéo e
comumente se curam espontaneamente. Os parasitas podem permanecer na
cicatriz da lesé@o e nos linfonodos mais préximos e, mesmo em individuos tratados,
pode ocorrer reativacdo durante periodos de imunossupresséo.**

A maioria dos casos ocorre nos paises das Américas, Mediterraneo,
Oriente Médio e Asia Central, com uma estimativa de ao menos 600.000 a 1 milh&o
de novos casos anualmente. Cerca de 85% dos casos reportados em 2018
ocorreram no Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Colombia, Ird, Iraque, Paquistao,
Siria e Tunisia.*

No Velho Mundo, a LC geralmente é causada pela L. (L.) major, L. (L.)
tropica e L. (L.) aethiopica, enquanto no Novo Mundo principalmente por L. (L.)
amazonensis, L. (L.) mexicana, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. O grande
namero de espécies circulantes, diversos hospedeiros reservatérios, insetos vetores,
manifestacdes clinicas e respostas terapéuticas variaveis tornam a compreensao
dos aspectos epidemiolégicos e o controle dessa doenca muito complexo.?

No Brasil, L. (V.) braziliensis € a espécie de maior relevancia, seguida por
L. (L.) amazonensis. A LC pode ser caracterizada como localizada (LCL),
mucocutanea (LMC), disseminada (LD) ou difusa (LCD). A LCL por L. (V.)
braziliensis normalmente resulta em uma Unica lesdo dérmica, com poucos parasitas

e uma forte resposta de hipersensibilidade do tipo retardada, ou seja, um forma de
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resposta mediada por células efetoras do tipo fagocito-mononuclear (macréfago)
ativado.”* A LC s6 n&o foi reportada em 2019 no estado do RS e no Distrito Federal,

segundo dados do Ministério da Saude (Figura 4).?
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Figura 4. Numero de casos de leishmaniose cutanea reportados no Brasil por

Unidade Federativa no ano de 2019.
Fonte: Ministério da Sadde.??

Na LCL, observa-se o desenvolvimento de uma ulcera arredondada com
bordas nodulares ou espessas e o interior mostrando tecido de granulacdo que
sangra ao esfregar (Figura 5A). Em alguns casos, secre¢do abundante forma uma
crosta aderente. A lesdo ndo € dolorosa se ndo for secundariamente infectada. O
desenvolvimento da lesédo ocorre em cada local de inoculacdo pelo vetor, podendo
haver mais de uma no mesmo individuo. O quadro clinico geralmente € afebril e com
adenopatia local.” Pode ocorrer cura espontanea a partir do centro e
desenvolvimento de cicatrizes atréficas e cribriformes com um halo
hiperpigmentado.**

Aproximadamente 1-10% das infec¢des pelo subgénero Viannia podem
progredir para a forma mucocutanea desfigurante da doenca,* sendo que 90% dos

casos estdo concentrados na Bolivia, Brasil e Peru.* Normalmente, as lesfes
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comecgam na mucosa nasal e se espalham para a mucosa oral e faringea, a laringe
e a pele do nariz e ldbios (Figura 5B). As lesbes da mucosa oral geralmente
produzem sintomas que variam de simples desconforto e dor leve ou odinofagia a
caquexia em casos extremos; este Ultimo é observado apenas nos casos em que a
lesdo envolve a totalidade da faringe, laringe (com rouquiddo) e esodfago (com
disfagia). No inicio da doenca, ocorre infitracdo da mucosa com ulceracfes
superficiais; posteriormente, quando as Ulceras estdo bem desenvolvidas, suas
bordas apresentam aspecto necrético, rasgadas e descoladas. A Uvula, os pilares do
teto do palato e as amigdalas podem ser destruidos. Devido a infeccdes
superpostas, 0os ganglios linfaticos locais podem sofrer enfarte e tornar-se doloridos.
Quando a infeccdo € na cavidade nasal, pode ocorrer atrofia das conchas nasais e
destruicdo do septo cartilaginoso com odor fétido e, em casos extremos, pode
causar a morte.® 4 2

A LD, causada por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis, € uma forma
rara de manifestacdo clinica e representa aproximadamente 2% dos casos
notificados de LC no Brasil. E caracterizada por apresentar multiplas lesées
acneiformes papulares, comprometendo areas expostas, como membros, face e
tronco. O nimero de lesbes pode chegar a centenas (Figura 5C).?®

Infec¢Bes por L. (L.) amazonensis as vezes podem se manifestar como
LCD, no que os parasitas multiplicam-se descontroladamente em lesdes difusas pela
pele.’> Se desenvolve como miltiplas papulas ou nédulos ndo ulcerativos. A
condicdo reflete a auséncia de uma resposta imune celular, e a derme esta
tipicamente e fortemente infiltrada por parasitas, sendo definida por dez ou mais
lesdes de tipo misto localizadas em duas ou mais partes do corpo, podendo envolver

a mucosa (Figura 5D).9’ 20, 23
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Figura 5. ManifestagBes clinicas da leishmaniose cutdnea. Pacientes com
leishmaniose cutédnea (A) localizada, evidenciada pela lesdo ulcerativa, (B)
mucocutanea, com comprometimento do palato, (C) disseminada, com multiplas

lesBes nas costas, e (D) difusa, com multiplas lesdes nodulares néo-ulceradas.
Fonte: Adaptado.”®**

1.2 Tratamento das leishmanioses

Considerando a importante prevaléncia da LC no Brasil, o principal
objetivo do tratamento é reduzir a morbidade, prevenindo reativacéo e disseminagao
para mucosa. Apesar das lesfes se curarem espontaneamente na maioria dos
casos, o tratamento € recomendado e, idealmente, deve ser individualizado de
acordo com a espécie de Leishmania e a localizagéo geografica do individuo.?® No
Velho Mundo, ha casos em que as lesdes sdo tratadas intralesionalmente, mas
devido ao reconhecido potencial de metastase das lesdes pelas espécies do Novo
Mundo, o tratamento adotado é sistémico.?

Em 1912, ap6s observar o efeito promissor do antiménio trivalente (Sb",
tartaro emético) contra tripanossomatideos em estudos ingleses, Gaspar Vianna
decidiu reposicionar esse composto para o tratamento de alguns casos de LC no Rio
de Janeiro. Levando em consideracéo a alta toxicidade desse composto, ele o diluiu
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em soro fisiologico para administracdo. Esse foi o tratamento da LC até o
desenvolvimento dos antimoniais pentavalentes (SbY) na década de 1920 por
Bramachari, que possibilitaram uma reducéo da toxicidade do antimonial trivalente e
permaneceram como tratamento de primeira escolha ao redor do mundo.?’

Por mais de 100 anos, o tratamento padrao para leishmaniose baseou-se
no uso dos antimoniais pentavalentes comercialmente distribuidos, como o
estibogluconato de sodio (Pentostam®) e o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) (Figura 6). Com sua acao clinica comprometida devido a selecao de
linhagens resistentes de parasitas, principalmente na india, onde foram observadas
taxas de falha de mais de 60% no tratamento da LV causada por L. (L.) donovani,
seu uso foi descontinuado em algumas provincias daquele pais.?” %8

Entretanto, na Africa, seu uso é recomendado somente associado com
paromomicina para LV e como monoterapia em leishmaniose dérmica pos-calazar.
Também pode ser indicado como monoterapia para LV do Novo Mundo, embora se
prefira anfotericina B lipossomal. Antimoniais administrados por via intralesional ou
sistémica como monoterapia ou em combinagcdo ainda representam o arsenal de
primeira escolha para as leishmanioses cutaneas e mucocutaneas.?®

A crescente necessidade por drogas menos téxicas e mais eficazes levou
ao uso de outras opgdes, como a pentamidina em 1949, anfotericina B lipossomal
em 1996, miltefosina em 2004 e paromomicina em 2006, aprovadas para O
tratamento da LV.?® Ainda assim, existem diversas limitacdes como alto custo,
eficacia limitada e efeitos colaterais incapacitantes devido a alta toxicidade e periodo
prolongado de tratamento. De todos os farmacos citados acima, a miltefosina é a
Gnica administrada oralmente. Coletivamente, esses fatores contribuem para a falha
terapéutica observada na pratica clinica e exigem a continua pesquisa por

alternativas terapéuticas.”

1.2.1 Antimoniais pentavalentes

No Brasil, somente o antimoniato de meglumina é comercializado e o
tratamento segue o esquema terapéutico da OMS, que recomenda dose calculada
em miligramas de antiménio pentavalente (Sb") por quilograma de peso corporal por
dia (mg Sb'/kg/dia), ndo ultrapassando 20 mg/kg/dia. E administrado em todas as

formas clinicas da leishmaniose pelas vias intramuscular (IM), endovenosa (EV) ou
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intralesional (para LCL), apesar desta ultima via ser pouco utilizada em nosso

territorio.?®
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Figura 6. Estrutura molecular do (A) estibogluconato de sddio e (B) antimoniato de
meglumina.

Fonte: Adaptado.*

Os mecanismos de acdo destas moléculas ainda nao foram
completamente elucidados, mas estudos vém mostrando a necessidade da reducao
do SbY & sua forma trivalente para atividade. Parte dessa reducdo ocorre dentro do
macréfago hospedeiro e o Sb" resultante parece ser internalizado, também, por
meio do transportador de membrana aquaporina-1 (AQP1) do amastigota.*® Além
disso, o SbY pode acessar o parasita por meio de outro(s) mecanismo(s) de
transporte, ainda ndo caracterizado(s), sendo posteriormente reduzido a Sh" dentro
da célula.® Essa reducdo é facilitada pelo pH acido do interior do VP e temperatura
levemente aumentada do organismo.?®

Tais moléculas também séo conhecidas por inibir a tripanotiona redutase
(TR), uma enzima considerada crucial para a sobrevivéncia do parasita no
hospedeiro. A TR reduz a tripanotiona (TS;), usada pelo sistema
triparedoxinal/triparedoxina peroxidase (Tx/TxP) de Leishmania, para neutralizar as
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelos macréfagos durante a
infeccdo (Imagem 7). A demonstracdo de que Sbh" desloca o zn" no sitio de
ligacdo da NCp7 (nucleocapsid protein 7) de HIV-1, uma proteina com dominio dedo

de zinco, indica outro possivel alvo dos medicamentos baseados em Sb.*
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Figura 7. Esquema de reducéo da tripanotiona oxidada pela tripanotiona redutase.
Fonte: Adaptado

Os principais efeitos adversos do seu uso incluem cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade,  pancreatite, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia,
trombocitopenia, dor abdominal, nduseas, vomitos, distarbios sanguineos e dor no
local da injecdo quando administrados via IM. Este regime de tratamento tem

29, 34

limitacbes para gestantes e idosos, sendo indicado o uso de outras opc¢des

como segunda escolha.

1.2.2 Pentamidina

Inicialmente usada para tratar casos de resisténcia ao antimoniato na
india em 1949, a pentamidina é atualmente administrada em casos de LC causada
por L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis. No entanto, a resisténcia emergente e
os efeitos colaterais adicionais, como cardiotoxicidade e distlrbios metabdlicos (com
efeito diabetogénico dose-dependente) fazem desse medicamento uma opc¢ao ruim
para o tratamento da LC.?" ?®

Comercializado no Brasil como Pentacarinat® (Figura 8), € apresentado
como o sal isotionato de pentamidina, com administracdo recomendada de 3-4
mg/kg/dia, em dias alternados, de 3-12 doses, via IM ou EV.?° Estudos mostram que
0 mecanismo de acado parece basear-se no acumulo do farmaco no parasita,
permitindo sua associacdo com o DNA mitocondrial (kDNA), talvez bloqueando seu

processo de replicacdo, além de interromper o potencial de membrana mitocondrial
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do parasita. O acumulo mitocondrial de pentamidina também pode induzir a morte

apoptética.”®

H,N NH,

NH NH

Figura 8. Estrutura molecular da pentamidina.
Fonte: Adaptado.*

1.2.3 Anfotericina B

Trata-se de um antifingico originalmente extraido da cepa Streptomyces
nodosus e tem sido usada como um tratamento alternativo para as leishmanioses,
mas causa efeitos colaterais graves, como febre, nausea, vOmito, anemia,
hipocalemia, nefro-, hepato- e cardiotoxicidade, hipersensibilidade e anafilaxia. Ja
que mostra ma absorcdo gastrointestinal, € administrada como infusdo EV diaria ou
em dias alternados e exige hospitalizacéo prolongada.?” **

A formulacgéo lipossomal da anfotericina B (L-AmB) tornou o medicamento
menos toxico e mais eficaz, apesar do alto custo, e é a formulacdo mais utilizada
para o tratamento da LV. Esta formulag&o esta licenciada para uso na india, EUA e
Europa para o tratamento da forma visceral e é usada como um medicamento de
segunda linha para o tratamento de LV na Africa Oriental e no Brasil.?’

Comercializado como AmBisome® (Figura 9), recomenda-se o0
tratamento com 2-5 mg/kg/dia, sem limite de dose maxima diaria até atingir a dose
total de 25 a 40 mg/kg e com administracdo EV.?® O mecanismo de acéo parece
envolver a interagdo com o0s ester6is da membrana do parasito, resultando na
desorganizagdo e no aumento da permeabilidade da membrana celular. Também
pode afetar as células por sua auto-oxidacdo e subsequente formacéo de radicais

livres.?®
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Figura 9. Estrutura molecular da anfotericina B.
Fonte: Adaptado.*

Esta formulacdo € menos toxica, mais biodisponivel e melhor tolerada
pelos pacientes, além de ser captada seletivamente pelos macrofagos e ser menos
nefrotoxica. Em comparacdo com a anfotericina B convencional, L-AmB tem
geralmente efeitos colaterais adversos leves, como urticaria e insuficiéncia renal,
gue sdo resolvidos apds o tratamento. No entanto, o principal fator limitante na
aplicacdo da L-AmB é seu alto custo.**

Relatos de falha terapéutica sdo raros, especialmente em pacientes
imunocompetentes. No entanto, nos ultimos anos foram reportadas falhas no
tratamento, tanto em pacientes imunocompetentes como imunossuprimidos, com
selecdo de organismos resistentes. Estudos tém mostrado que a perda de
ergosterol, mutagdes no gene que codifica esterol 14a-desmetilase e inducdo de
estresse oxidativo estdo associados aos mecanismos de resisténcia. Com 0 uso
generalizado de dose Unica de L-AmB no subcontinente indiano, deve-se monitorar
a eficacia do regime para deteccdo precoce de falhas no tratamento afim de se

prevenir o desenvolvimento e disseminagéo da resisténcia & L-AmB.%® 3!

1.2.4 Miltefosina

O Unico medicamento administrado por via oral hoje ndo esta disponivel
no Brasil para tratamento humano (somente veterinario) e foi inicialmente
desenvolvido como um medicamento anticancer e aprovado para o tratamento da LV

na india em 2002, com taxas de cura de pacientes de aproximadamente 94%
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(Figura 10). Porém, ap0s uma década de uso no pais, varios casos de

recrudescéncia e diminuicdo da eficAcia do tratamento foram descritos.?® 3

Figura 10. Estrutura molecular da miltefosina.
Fonte: Adaptado."

Apesar da vantagem de ser administrado por via oral, o uso da miltefosina
também esta relacionado a diversos efeitos colaterais, principalmente no trato
gastrointestinal e eventual toxicidade hepatica e renal, além de seu potencial
teratogénico.?” %

O mecanismo de ac¢do ndo é bem compreendido, embora tenha sido
descrito o efeito direto sobre os parasitas ao interferir na biossintese de fosfolipideos
e no metabolismo de alquil-lipideos, afetando as oxidases do citocromo c
mitocondrial e induzindo despolarizacdo mitocondrial com diminuicdo dos niveis

intracelulares de ATP e morte celular tipo apoptose.?® 3

1.2.5 Paromomicina

Trata-se de um antibiético aminoglicosideo de amplo espectro usado pela
primeira vez no tratamento das leishmanioses em 2006 como sulfato de
paromomicina. E administrado por via parenteral para a LV e por via parenteral e
tépica para a LC. Existem varias vantagens associadas ao uso da paromomicina,
como baixo custo, melhor eficacia e menos efeitos colaterais. No entanto, ha uma
probabilidade de se selecionar parasitos resistentes quando expostos a monoterapia
(Figura 11).%’
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Figura 11. Estrutura molecular da paromomicina.
Fonte: Adaptado.*

Em Leishmania pode atuar inibindo a sintese proteica por meio da ligacao
a subunidade ribossémica 16S, provocando uma mudanca conformacional local no
sitio A do RNA ribossémico 16S. Outros mecanismos de acéo foram propostos como
modificacdo da fluidez da membrana e do metabolismo lipidico, diminuicdo do

potencial de membrana mitocondrial e inducéio de estresse na cadeia respiratoria.?®

1.2.6 Alternativas terapéuticas

Nao exclusivo das leishmanioses, 0s medicamentos usados nos
tratamentos das DTN sdo antigos e geralmente causam efeitos adversos
indesejados. Ainda assim, muito se especula sobre o real interesse da industria
farmacéutica em desenvolver novos medicamentos ou vacinas para essas doencas,
uma vez que a populacdo afetada encontra-se majoritariamente concentrada em
areas carentes e com poder socioecondmico prejudicado.®

Por essa razdo, uma parcela consideravel das pesquisas relacionadas ao
tratamento das DTN é realizada na academia e por organiza¢des sem fins lucrativos,
gue visam aprimorar abordagens para identificar e otimizar novos candidatos
terapéuticos, incluindo a descoberta de novos medicamentos. H4A um foco maior na
identificacdo de novas moléculas por meio da triagem de bibliotecas de produtos
guimicos e naturais e estratégias de curto prazo, incluindo terapias combinatdrias,
novas formulagdes para medicamentos em uso e reposicionamento de

medicamentos usados para outras doencas.” %
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Considerando que o tratamento de primeira escolha atualmente utilizado
para a leishmaniose € um composto metdlico, outros metais vém sendo explorados
como agentes leishmanicidas, tais como prata®’, paladio®®, platina,® cobre,*® dentre
outros. Uma das maiores vantagens dos compostos metalicos € apresentar mais de
um modo de acdo e/ou inibir mais de uma enzima, o que dificultaria a selecédo de
linhagens resistentes de parasitos.*

Nesse cenario, o ouro (Au) ganhou especial atencdo por ser um agente
tiofilico (possui alta afinidade por ligantes contendo enxofre) e desempenhar acéo

! anticancer®* e antiparasitaria,*® inclusive leishmanicida.** Esses

antiinflamatoria,*
complexos podem agir em uma infinidade de alvos devido a diversidade estrutural
de ligantes e seus complexos resultantes, incluindo alteracdo do ciclo celular,
geracdo de EROs que podem levar a danos mitocondriais e/ou no DNA, inibicdo de
proteossoma, inibicdo da tiorredoxina redutase (TrxR) e inibicdo da topoisomerase
IB, culminando com eventos de apoptose. A alta afinidade dos compostos de ouro
com selenoproteinas e proteinas contendo grupo tiol (-SH) os torna candidatos a
farmacos poderosos, podendo interagir com importantes enzimas envolvidas na

homeostase redox em Leishmania.3® %

1.3 O ouro na medicina

O uso medicinal do ouro, ou auroterapia, data de tempos muito antigos
com as civilizacdes egipcias e chinesas, antes mesmo de ser possivel sua
dissolucdo com agua régia (HNO; + 3 HCI). O primeiro estudo sistematico do efeito
terapéutico do ouro foi realizado por Robert Koch, que reportou a atividade de sais
de ouro contra Mycobacterium tuberculosis, em 1890.“® Esses estudos deram
origem a chamada “década de ouro” no tratamento da tuberculose.

Baseado na suposicdo de que a artrite reumatoide (AR) € infecciosa,
como a tuberculose, Jacques Forestier iniciou seus estudos com tiolatos poliméricos
injetaveis de Au', que resultou na posterior aprovacédo do aurotiomalato de sédio
(Myocrisin, Figura 12A) e da aurotioglucose (Solganol, Figura 12B).*’ Para superar
a desvantagem da administracdo parenteral dos primeiros sais de ouro, Sutton e
colegas reportaram as propriedades antiinflamatorias de complexos de ouro
administrados oralmente que resultaram na posterior aprovacdo da auranofina

(Figura 12C) para o tratamento da AR em 1985.%
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Figura 12. Estruturas moleculares do (A) aurotiomalato de sédio, (B) aurotioglucose

e (C) auranofina.
Fonte: Adaptado.”’

Embora considerada mais segura do que as primeiras alternativas
injetaveis, observou-se um declinio no uso clinico da auranofina devido, em parte,
aos seus efeitos adversos, geralmente associados ao uso prolongado. Mesmo
assim, diversos estudos foram realizados para avaliar o seu reposicionamento para
o tratamento de outras doencas, principalmente cancer e doencas infecciosas
(revisado por Roder & Thomson).*?

Com tantos resultados promissores, 0s compostos de ouro ganharam
grande atencdo da comunidade cientifica e um numero impressionante de

" estruturalmente diversos vem sendo testados. No entanto,

complexos de Au' e Au
apesar dos promissores resultados in vitro, a maioria desses compostos néo foi ativa
em modelos in vivo, inviabilizando a realizacdo de estudos clinicos. Assim, uma das
principais questdes a ser abordada no desenvolvimento de novas moléculas a base
de metal é a estabilidade in vivo, que depende da selecdo dos ligantes e metais
correspondentes mais adequados.>®

A teoria HSAB (hard and soft acid and bases) foi proposta em 1963 por
Ralph Pearson e € usada para tentar explicar a estabilidade de compostos de
coordenacao, sendo baseada na polarizabilidade da espécie (acido ou base). Nesse
sentido, acidos moles tendem a ser grandes e mais polarizaveis com alta preferéncia
por bases moles, enquanto &cidos duros tendem a ser peguenos e pouco
polarizaveis com alta preferéncia por bases duras.>

A natureza mole do ouro sugere interacdes com grupos tidis como
possivel mecanismo de acdo dessas moléculas. Mais de uma vez a tiorredoxina
(Trx) foi reportada como alvo,®* *>* bem como cisteino proteases (CP)** e, mais

recentemente, até mesmo a glutationa peroxidase (GPx) e a tripanotiona redutase
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(TR), devido a afinidade do ouro por grupos tiéis igualmente moles.*® Outro possivel
mecanismo de acao foi demonstrado nos primeiros estudos sobre complexos de
ouro antiartriticos, que demonstraram a deformacé&o/inativacdo de proteinas com
dominios dedos de zinco (ZF, zinc fingers) pelo deslocamento do Zn" (coordenado
por residuos de cisteina e histidina) e consequente formac&o dos "dedos de ouro".>

Ensaios com compostos de Au(l) estabilizados por ligantes de fosfinas ou
organometalicos mostram melhores efeitos anticancer tanto in vitro quanto in vivo.
Gracas a varios estudos mecanisticos, a ligacao preferencial do ouro a proteinas, ao
invés de DNA, foi demonstrada com a ocorréncia de diferentes vias de
citotoxicidade.>®

A auranofina, por exemplo, é um composto de fosfina contendo Au' que
tem como alvo a tiorredoxina redutase, tanto a forma citosdlica TrxR1 quanto a
forma mitocondrial TrxR2, que possuem um residuo de selenocisteina no sitio ativo
altamente nucleofilico e facilmente acessivel, o que as torna especialmente
suscetiveis a inibicdo irreversivel pelo ouro. A morte celular induzida em células
cancerosas estd associada a niveis excessivos de estresse oxidativo e vias
redutoras prejudicadas tanto no citosol quanto na mitocondria (Figura 13).>% °7
Ensaios clinicos de reposicionamento da auranofina para cancer de ovario
(NCT03456700), leucemia linfocitica crénica (NCT01419691) e cancer de pulmao

(NCT01737502) estdo em andamento.>®
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Figura 13. Esqsuematizagéo do mecanismo de ac&o do Au' na inibicdo da TrxR.
Fonte: Adaptado. !
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Especificamente contra Leishmania, um estudo de 1989 relata o uso do
aurotiomalato de sédio em pacientes com LV que tiveram recaida apds o tratamento
ou nao responderam ao tratamento com estibogluconato de sédio. Todos o0s
pacientes demonstraram excelente resposta clinica, com reducdo do tamanho do
figado e baco para o normal e auséncia de parasitas na medula 6ssea. Os autores
finalizam o trabalho recomendando a substituicdo dos tratamentos toxicos pelo

baseado em ouro.*®

1.3.1 Complexos de ouro

Um complexo metélico refere-se a combinacdo de um ion metélico, que
atua como acido de Lewis (receptor de elétrons), com um ligante, que atua como
base de Lewis (doador de elétrons) numa ligacdo coordenada de Werner. O ligante
varia de pequenos ions a moléculas maiores, desde que sejam capazes de doar um
par de elétrons. O arranjo do complexo final esta intrinsecamente relacionado as
propriedades do composto obtido.®°

Complexos de metais com configuracdo eletronica de valéncia d®
apresentam geometria quadratica planar e sao conhecidos por se coordenarem ao

DNA e/ou inibidores de enzimas, como os de Pt" (cisplatina) e Au". Ao contrario da

Pt', porém, o Au"

€ menos estavel em condicfes fisiologicas devido ao seu alto
potencial de reducdo e réapida taxa de hidrélise, e a reducdo a Au'/Au® geralmente
causa a liberacdo dos ligantes.*’

Como um metal de carater mole, o Au' forma complexos estaveis com
ligantes C-, P- ou S-doadores, tipicamente arilos, alcinilos, carbenos, isonitrilos,
fosfinas ou tiolatos. Do ponto de vista estrutural, os complexos de Au' apresentam
uma geometria linear e uma tendéncia acentuada de estabelecer interagdes Au---Au,
chamada de aurofilia, que sdo originadas por efeitos relativisticos. As interacdes
aurdfilas intra ou intermoleculares sdo comumente observadas nas estruturas de
estado solido dos complexos Au'.®*

Os compostos de estrutura geral [AuXL] séo tipicamente representados
pela presenca de um ligante L doador o e um ligante X labil (usualmente haletos) e
permitem a modificacdo de ambos os ligantes para ajustar as propriedades do
complexo geral em direcdo ao alvo biomolecular desejado. Fosfinas e carbenos séao

particularmente adequados para trabalhar como ligantes doadores ¢ ao desenvolver
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complexos de Au', pois eles sdo capazes de formar ligacées estaveis e fortes com o
metal, bem como possibilitar estabilidade ao ar e & umidade.®* %3

Carbenos sédo espécies com um atomo de carbono divalente com
diversos substituintes e um unico par de elétrons desemparelhados. Carbenos N-
heterociclicos (NHCs, Figura 14) foram desenvolvidos mais recentemente e
amplamente utilizados na catalise de reacdes organicas por ouro. Derivam
principalmente dos sais de imidazol, benzimidazol e benzotiazol que, apds a

desprotonacao, fornecem o carbeno livre que pode coordenar o centro de ouro.®
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Figura 14. Carbenos N-heterociclicos representativos de cada tipo: (A) imidazolin-2-
ilideno e seu derivado saturado (B) imidazolidin-2-ilideno, (C) benzimidazolin-2-
ilideno e (D) 1,2,4-triazolin-5-ilideno.

Fonte: Adaptado.®

Muitos complexos de ouro com ligantes NHCs de diferentes
estequiometrias foram relatados, sendo dos tipos [AuX(carbeno)], [AuL(carbeno)]”
ou [Au(carbeno),]", sendo L = molécula neutra e X = anion, e séo excelentes o-
doadores.®® Também s&o mais faceis e versateis em suas propriedades eletronicas,
estéricas e fisicas. Além disso, as ligacdes metal-carbono séo termodinamicamente
mais fortes do que as ligacdes metal-fésforo das fosfinas. Com base nisso, os NHCs
ganham cada vez mais aten¢do na quimica medicinal e diversos estudos relataram o
seu uso nesta area (revisado por Dominelli, Correia & Kiihn).*® O grande interesse
nos complexos Au'-NHC esta supostamente relacionado ao carater de acido mole do
AU', que facilita as interacdes com o grupo tiol da cisteina ou de outros ligantes

moles.*®

1.3.2 Mecanismos de acao dos Au-NHC
Como mencionado anteriormente, a TR € uma enzima do sistema redox

da Leishmania considerada crucial para a sobrevivéncia do parasita. Ela contém
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residuos de cisteina no seu sitio ativo e pode ser inibida por metais tiofilicos (Figura

15), como Sb" e Au'. De fato, um grupo de pesquisa demonstrou a inibicdo dos
65, 66

sitios ativos da TR por ambos os metais.

His461’

Glu466’

Figura 15. Representacdo do sitio de ligagdo da TR inibido por um atomo de ouro

(sinalizado pela seta vermelha).
Fonte: Adaptado.®®

As CP pertencem a uma familia de proteases que contém uma cisteina
como o nucledfilo na triade catalitica. Eles estdo presentes principalmente nos
lisossomas e atuam como enzimas proteoliticas. Algumas CP sao expressas durante
todo o ciclo de vida dos tripanossomatideos e sdo essenciais para a nutricao,
reproducdo, invasdo e desvio da resposta imune do hospedeiro e,
consequentemente, sdo centrais na progressado da doenca associada e um possivel
alvo para novas alternativas terapéuticas.*

Em Leishmania, as mais bem caracterizadas sdo as do tipo catepsinas
CPA, CPB e CPC. Um estudo avaliou a inibicdo da CPB recombinante de L. (L.)

mexicana por complexos de Au' e Au", comparando com catepsina B e L humanas.

Como resultado, os complexos de Au"

inibiram a catepsina humana e de
Leishmania na mesma faixa, enquanto o Au' se mostrou mais potente contra a
catepsina humana.®

Os dedos de zinco sdo dominios em proteinas que contém um ion zinco
estrutural coordenado a cisteinas e histidinas em uma geometria tetraédrica. Como

maior familia de fatores de transcricdo no genoma humano, esse dominio esti
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envolvido em varias fungbes celulares, como transcricdo, apoptose, reparo de DNA
e empacotamento de RNA. Os estudos de ZF revelaram que o deslocamento ou
substituicdo do zinco por outros metais diminui ou interrompe a capacidade do
dominio de se ligar ao DNA/RNA, representando um possivel mecanismo de
toxicidade de metais. Como proteinas ricas em cisteina, as ZFs sao excelentes alvos
para compostos ouro.'? > ¢7

Diversos estudos demonstraram a possibilidade de substituir o Zn" dos ZF
por outros metais com maior afinidade pelos residuos de cisteina, como Sb",%® Au",
formando os "dedos de ouro" em modelos de cancer,® e uma série de complexos de
Au' e Au" foram testados contra ZFs e demonstraram resultados promissores.”

Um estudo recente publicado pelo hosso grupo de pesquisa demonstrou a

atividade leishmanicida de complexos de Au' e Au"

, inclusive com ligantes NHC,
contra as formas promastigota e amastigota de L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis. Os resultados apontam 3 complexos (Figura 16) com EC50 < 20uM
contra promastigotas e discute a interferéncia na manutencéo da permeabilidade de

membrana do parasita como um novo possivel mecanismo de acdo.”
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Figura 16. Estrutura dos complexos de (A) Au'-bisNHC, (B) e (C) complexos Au

coordenados a um esqueleto N*N bidentado com melhores resultados.
Fonte: Adaptado.7l
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando o atual cenario para o tratamento das leishmanioses, os
complexos metélicos apresentam vantagens em relacdo a especificidade ao alvo
celular e, ap6s muitas pesquisas na area, representam possiveis alternativas
terapéuticas para doencas negligenciadas com tratamentos téxicos e dispendiosos.

Especificamente, os complexos de ouro possuem uma elevada afinidade
pelos tidis, grupo abundante em diversas proteinas com papel crucial no
desenvolvimento e manutencdo celular do parasita, tais como a tripanotiona,
triparredoxina (importantes para o sistema redox), cisteino proteases, proteinas com
dominios dedo de zinco, dentre outras.

Nosso grupo de pesquisa publicou recentemente os resultados

I estruturalmente diversos e avaliou

promissores obtidos com complexos de Au' e Au
a acdo leishmanicida desses compostos.”* Nesse sentido, o presente trabalho relata
os estudos realizados com uma série de complexos de Au' com ligantes do tipo
carbenos N-heterociclicos contra L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis e discute

0s possiveis mecanismos de agao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Determinar a efichcia de novos compostos metalicos inibidores de

proteinas de Leishmania spp.

3.2 Objetivos especificos

o Sintetizar complexos organometélicos carbenos-N-heterociclicos
de Au(l);
o Avaliar a atividade leishmanicida in vitro de seis candidatos

sintetizados, com estabelecimento de concentragdes inibitérias para 50% de
culturas de promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis
determinando alterac6es na morfologia dos parasitos;

° Obter o perfil de citotoxicidade in vitro dos candidatos em
macroéfagos primarios de camundongos e de linhagem (RAW 264.7) para
definicdo dos indices de seletividade;

. Determinar os indices de infectividade para macréfagos
primarios de camundongos infectados na auséncia e presenca de
concentracdes crescentes dos inibidores in vitro;

. Avaliar a capacidade dos compostos com melhor atividade
leishmanicida de alterar a permeabilidade de membrana plasmatica de

Leishmania.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese dos complexos Au'-NHC
Os ligantes carbeno sdo formados a partir de sais de imidazolio
sintetizados por métodos descritos na literatura”’* e demonstrado

resumidamente na Figura 17.

Paraformaldeido

iy
HO C.:_O H
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Glioxal Amina Diazabutadieno ©) Imidazol
o O . R-N N-R NN
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R = Ph, Bz, Mes, i-Pr, t-Bu, N-Trp

Figura 17. Rota sintética para a obtencdo dos sais de imidazdlio precursores dos
carbenos N- heterociclicos. Ph = fenila, Bz = benzila, Mes = mesitila, iPr = 2,6-
isopropilfenila, t-Bu = terc-butila, N-Trp = triptofano.

Fonte: Adaptado.”

H& duas abordagens sintéticas para a obtencdo dos complexos Au-
NHC: a classica rota via transmetalacédo e a reacdo do NHC com o precursor de
ouro na presenca de base fraca.”

Na primeira, o respectivo sal de imidazol & misturado com um
equivalente de Ag,O em diclorometano seco e atmosfera inerte. A mistura
reacional é agitada por 4 h. O precursor de Au(l) (tetrahidrothiopheno de ouro
[Au(tht)Cl]) é adicionado e a mistura € mantida sob agitacdo por 3 h. A
separacao e purificagcdo envolvem a remocado de metais por filtracdo em Celite,
adicdo de carbono ativado para remover compostos organicos e precipitagcdo do
composto pela adicdo de pentano ou éter.’® A segunda rota (Figura 18) envolve
a mistura do sal de imidazdlio e K,CO3 (um ou dois equivalentes, dependendo
do carbeno) em refluxo de acetona seguido da adi¢g&o do precursor de [Au(tht)Cl]

em atmosfera inerte.”®
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Figura 18. Esquema da reacdo do carbeno com o precursor de Au'.para a sintese

de complexos com férmula geral [NHC-Au-Cl].
Fonte: Adaptado.”

Neste trabalho, derivados foram gerados pela substituicdo do ligante
cloreto por dimetilaminopiridina (DMAP) nos complexos indicados, utilizando
métodos descritos por Abbehausen e colaboradores.>® Em resumo, uma solucéo
em cloroformio de [NHC-Au-CI] foi misturada com uma solucdo etandlica
contendo um equivalente de AgNO3;. O precipitado de AgCI foi removido por
filtragcdo em celite ou filtro de seringa e uma solucao contendo um equivalente de
DMAP em cloroférmio foi adicionado e mantido sob agitacdo, sob protecédo da
luz por 8 h. Apds este tempo o solvente foi removido em evaporador rotativo e o
produto cristalizado em acetona a baixa temperatura. Os cristais foram filtrados,
lavados com acetona e secos a vacuo.

Todas as etapas acima descritas foram realizadas em parceria com o
grupo da co-orientadora, Dra. Camilla Abbehausen, que possui dominio pleno
das referidas técnicas, rotineiramente empregadas em seu laboratério no Depto.
de Quimica Inorgénica do Instituto de Quimica — UNICAMP. Os compostos
foram solubilizados a 25 mM (solugcdo-estoque) em DMSO puro para uso

imediato a cada ensaio.

4.2 Cultivo de parasitos

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8) e L. (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/1994/H3227) foram
cultivadas a 25°C em meio 199 (Gibco-BRL, Invitrogen), preparado diluindo-se o
pé6 em agua destilada e suplementado com penicilina 50 unidades/mL,
estreptomicina 50 pg/mL, HEPES 40 mM, adenina 0,1 M, biotina 0.0001%,
hemina 0.0005% e 10% de soro fetal bovino - SFB (Invitrogen®) com pH final

hY

7,4. Quanto a manutencao de L. (V.) braziliensis, houve suplementacao
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adicional de 10% de SFB e 2% de urina humana estéril masculina obtida por
doac&o durante os repiques.’’ Os repiques foram realizados a cada 3-4 dias para
obtencdo de culturas em fase logaritmica de promastigotas prociclicos para os
ensaios de viabilidade celular e a cada 6-7 dias para culturas em fase estacionaria

de promastigotas metaciclicos para os ensaios de infecg&o in vitro.”

4.3 Cultivo das células hospedeiras

Macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram cultivados em meio RPMI
completo suplementado com 10% de SFB a 37°C e atmosfera de 5% CO,, com
repiques a cada 3 dias. Para o meio R2030, fibroblastos da linhagem L929 foram
cultivados a 37°C e atmosfera de 5% CO, em meio RPMI completo
suplementado com 10% de SFB até atingirem confluéncia de 80-90% para
retirada do sobrenadante que contém fator estimulador de colénia de
macréfagos (M-CSF, macrophage colony-stimulating factor).”

Os macréfagos primarios (BMDM - bone marrow-derived
macrophages) foram obtidos apds diferenciacdo de células precursoras
extraidas da medula 6ssea (de fémures e tibias) de camundongos fémeas
Balb/C eutanasiados conforme aprovacéo prévia do Comité de Etica no Uso de
Animais de Laboratério — CEUA/UNICAMP (n° 5398-1/2019, ANEXO A). Os
camundongos foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo
Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratorio-CEMIB com 4 semanas
de vida e mantidos no Biotério de Parasitologia do Depto. de Biologia Animal em
isoladores (Alesco®) com racdo autoclavada e agua filtrada ad libitum (n-5
animais por isolador).

O conteddo medular dos ossos foi lavado com o auxilio de uma
seringa de 5 mL e agulha 21G com meio RPMI suplementado com 20% de SFB
e 30% de sobrenadante de culturas de fibroblastos L929 (meio R2030) em
placas de 7,5 cm de diametro e volume final de 10 mL de meio. As placas (uma
para cada osso) foram mantidas em estufa a 37°C, com atmosfera de 5% CO..
No quarto dia, foram adicionados mais 5 mL de meio R2030.

Ao fim de 7 dias, os macrofagos diferenciados foram recolhidos em
meio RPMI apoOs raspagem da placa com cell scraper estéril (Biofil®) e

centrifugados a 1000 x g por 5 minutos a 4°C, ressuspendidos em meio R105
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(RPMI suplementado com 10% de SFB e 5% de sobrenadante de L929) para

contagem em camara de Neubauer.”" """

4.4 Testes de viabilidade

A viabilidade celular foi avaliada em culturas de promastigotas em fase
logaritmica (5x10° células/pogo) e macréfagos (4x10° células/poco) incubadas
com 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.6 e 0.8 uM dos compostos por 2h, 16h (para
promastigotas) e 24h (para promastigotas e macréfagos), utilizando-se o teste
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H tetrazdélio, Sigma-
Aldrich) em placas de cultura estéreis de 96 pocos de fundo redondo. Culturas
em meio sem o composto serviram de grupo controle. Os resultados do teste de
inibicdo foram obtidos a partir da porcentagem de viabilidade celular apos
incubacdo com os compostos em relagcdo ao controle ndo tratado. Para a
realizacdo do teste do MTT, apés as incubacdes em diferentes tempos, foram
adicionados 30 puL de MTT (5 mg/mL) por poco e as placas foram armazenadas
por 2h a 25°C (para promastigotas) e 37°C (para macréfagos) para posterior
interrupcédo da reacédo pela adicdo de 30 pL de SDS 20% (dodecil sulfato de
sodio). A leitura da absorbancia foi feita no espectrofotdmetro de placa a 595
nm, utilizando como referéncia um comprimento de onda de 690 nm."* &

Os valores de densidade 6tica foram convertidos em porcentagens de
células viaveis em relacdo ao grupo controle ndo tratado (100% de viabilidade)
para posterior calculo de EC50, no software GraphPad Prism 6 (San Diego, CA,
USA). Vale ressaltar que o teste de viabilidade celular foi feito por diluicdo
seriada em placa de 96 pocos, a partir da solucdo estoque, fazendo-se a diluicéo
direto no meio de cultura antes da adi¢cdo das células (para promastigotas) ou no

sobrenadante do meio (para macrofagos ja aderidos).

4.5 Preparacao de laminas para avaliacdo morfologica parasitaria
Esfregacos foram realizados em Iaminas a partir de 10 pyL das culturas de
parasitos do teste de viabilidade, ao fim das 24h de incubacao e antes da adicao
do MTT, dos grupos controle e tratados, secos a temperatura ambiente por ao
menos 30 minutos, fixados com metanol puro e corados utilizando-se o kit
Instant Prov (Pinhais, PR, Brasil). As laminas foram analisadas por microscopia

Otica com 100x de aumento e auxilio do Oleo de imersdo para deteccdo de
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possiveis alteragbes morfoldgicas e estruturais e obtencdo de imagens
utilizando-se o microscopio 6ptico. Foram analisadas imagens de pelo menos
150 promastigotas para cada concentracdo e as formas foram categorizadas em
uma tabela para determinacdo da frequéncia de eventos observados
considerando-se formato do corpo celular, formas em divisdo, estrutura flagelar,

além de aberra¢cdes morfoldégicas apds incubacdo com 0s compostos.

4.6 Permeabilidade de membrana

Para avaliar alteracées de permeabilidade de membrana celular, 5x10°
promastigotas foram incubados ou n&o (controle negativo) com 0s compostos em
600uL de meio 199 em placas de 24 pocos por 15min e 24h nas concentracdes
relativas as EC25 e EC50 de cada um. Apds o tempo de incubacao, a cultura foi
transferida para uma cubeta de vidro e, com o auxilio do fluorimetro HITACHI F2500,
nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 365 e 580 nm,
respectivamente, foi possivel detectar mudancas no sinal de fluorescéncia devido a
adicdo de 100 uM de brometo de etidio. O ensaio € finalizado com a adi¢édo de 1,6
mM de digitonina para completa lise celular, gerando o pico maximo de
fluorescéncia.® Esse ensaio foi realizado no laboratério coordenado pela Dra.
Fernanda Ramos Gadelha (LABDAT - DBBT, IB-UNICAMP).

4.7 Infecgéo in vitro

Para avaliar a viabilidade dos amastigotas intracelulares em ensaios
de infeccdo, 4x10° macréfagos/poco foram cultivados com meio RPMI completo
sobre laminulas em placas de 24 pog¢os por, no minimo 2h (para completa
adesao das células), a 37°C e atmosfera com 5% de CO,.

Apos a adicdo dos promastigotas em fase estacionaria na proporcao
de 5:1 para L. (L.) amazonensis e 10:1 para L. (V.) braziliensis, a infecgao foi
mantida por 16h a 34°C e atmosfera com 5% de CO,. Ao fim desse periodo, 0
meio foi retirado e os pocos foram lavados com PBS para retirada de células
soltas. Apo6s adicao de meio fresco, foram expostos ou ndo a diferentes
concentracdes dos compostos por 24h a 34°C.

A carga parasitaria foi quantificada por contagem direta de
amastigotas a cada 100 macrofagos aderidos nas laminulas, que foram fixadas

com metanol e coradas utilizando-se o kit Instant Prov (NewProv, Pinhais, PR)
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para analise em imersdo com 100x de aumento em microscopio 6tico. Com base
nos resultados obtidos para inibicdo parasitaria (EC50 — 50% effective
concentration) e perfis de citotoxicidade (CC50 — 50% cytotoxic concentration),
foram estabelecidos os indices de seletividade para cada composto (IS =
CC50/EC50). Os resultados também refletram a taxa de infeccdo (% de
macrofagos infectados), niumero de amastigotas a cada 100 macrofagos e o
indice de infectividade (multiplicacdo da taxa de infeccdo com o numero de

amastigotas).”" "’

4.8 Analises estatisticas

A maioria dos testes foram feitos em triplicatas e as inibicbes foram
testadas estatisticamente em relacdo ao grupo controle. Os resultados foram
apresentados como meédia + desvio padrdo e foram analisados pelo programa
GraphPad Prism 6.0 Software (San Diego, CA, USA), levando-se em conta o
tipo de teste mais adequado para cada condicdo experimental. Foram
determinados os valores de concentracdo inibitoria para 50% das culturas.

Apenas valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Complexos Au'-NHC testados

Acompanhar a sintese dos compostos desde o inicio sob a orientacdo da
Dra. Camilla Abbehausen néo foi possivel devido a pandemia do COVID-19, mesmo
sendo um dos objetivos do projeto. Portanto, os compostos testados foram
sintetizados pelo grupo de pesquisa da professora e 0s ensaios in vitro terdo seus
resultados a seguir discutidos. Os compostos recebidos (Tabela 2) apresentaram-se
na forma de pd para diluicio em DMSO a cada experimento individualmente na
concentracéo de 25 mM (solucéo estoque).

Os ligantes NHC foram caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de *H (RMN) e espectrometria de massas. Os complexos Au'-
NHC foram caracterizados por espectroscopia por RMN, espectrometria de massas
e analise elementar. Os dados confirmaram a identidade e pureza dos compostos
dentro dos limites das técnicas utilizadas. Detalhes dos espectros destes compostos

podem ser encontrados nas referéncias citadas neste paragrafo.> "
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Tabela 2. Descricdo dos compostos testados.

FORMULA PESO

CcODIGO NOME ESTRUTURA MOLECULAR

MOLECULAR MOLECULAR

NHC1

[(IPr)AUCI] Cu7H36AUCIN, 621,01 Y

NHC2

N.._.-N
[(IPh)AuCI] Ci1sH1,AUCIN, 452,69 @ AY \©
u
|

NHC3

[(IMes)AuCI] C1H24AUCIN, 536,85 Y

NHC4

[::L\/sz\/ii:j
[(1Bn)AuCI] C17H16AUCIN, 480,74 Y

NHC5

[Au(IBn)(dmap)]NO;  CasH26AUN5O3 629,46 N ‘”3+

NHC6

[AU(IPr)(dmap)]NOs  CasHasAUNSO5 769,73 |

A diferengca entre as moléculas testadas estad na modificagdo de uma
estrutura inicial (NHC2) com a adicao de isopropilas em orto (NHC1) e metilas em
orto e para (NHC3), além de um grupo espacador entre o carbeno e o anel
benzénico (NHC4). Além disso, NHC1 e NHCA4 tiveram seu ligante idbnico modificado

para uma 4-dimetilaminopiridina (DMAP) para formar NHC6 e NHC5,
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respectivamente, formando as Unicas duas moléculas catidnicas dentre as demais

neutras.

5.2 Avaliacédo da viabilidade celular

Para avaliar a viabilidade celular, promastigotas de L. (L.) amazonensis e
L. (V.) braziliensis e macrofagos (primarios e de linhagem) foram incubados com
concentracdes crescentes dos compostos por 2h, 16h e 24h. Os resultados foram
obtidos com o teste do MTT, que envolve a conversdo do MTT (corante amarelo
soluvel) em formazan (corante roxo insolivel) pela acdo da oxidoredutases
mitocondriais dependentes de NAD(P)H.*° O formazan é entdo solubilizado com
SDS 20% para que a concentracdo seja determinada por densidade O6ptica e,
posteriormente, transformada em porcentagem de células viaveis em relacdo ao

controle néo tratado para o célculo das concentragées inibitorias.

5.2.1 Viabilidade dos promastigotas

A avaliacdo inicial se deu com 5x10° promastigotas em fase logaritmica
de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, incubados com 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125, 1.6 e 0.8 uM de cada composto, em placa de 96 pocos por 24h (Figura 19).
Além disso, para verificar se a acdo dos compostos era tempo-dependente,
incubacbes de 2h e 16h também foram realizadas (dados ndo apresentados),
porém, o resultado obtido apds incubacdo por 2h se mostrou insuficiente para
acusar danos aos parasitos por limitacbes da técnica, que exige maior densidade
celular. No caso do tempo de 16 h, foram observados resultados de inibicdo muito

préximos daqueles observados para 24 h.
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Leishmania amazonensis Leishmania braz iliensis
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+ NHC1 =29.25 + NHC1 = 30.81
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*+ NHC3=1.91 «+ NHC3 =2.20
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+ NHC5=2.74 + NHC5 =4.82
+ NHC6 =4.65 + NHC6 =6.43
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Figura 19. Viabilidade celular de promastigotas de (A) L. (L.) amazonensis e (B) L.
(V.) braziliensis incubados com os compostos NHC(1-6) por 24h. Cada concentracao
esta expressa como média + desvio padrao da % de células viaveis das triplicatas de
um Unico ensaio e os valores de EC50 expressos em M.

Levando em consideracdo os critérios estabelecidos pelo GHIT Fund
(Global Health Innovative Technology), que prevé que um bom candidato deve
apresentar EC50 inferior ou igual a 10pM contra amastigotas intracelulares,® %
usamos esse critério para selecionar somente os compostos com EC50<10 uM para
os demais ensaios in vitro por apresentarem atividade efetiva em baixas
concentracdes, ao contrario do NHC1, que nao foi utilizado nos demais ensaios.

Al-Majid e colaboradores testaram a atividade da molécula aqui
representada como NHC1 e outras trés variando o ligante i6nico. Seus resultados,
porém, mostraram boa atividade leishmanicida contra promastigotas de L. (L.) major
com o NHC1 (8.2+0.24 uM), indicando que diferentes espécies de Leishmania
apresentam sensibilidades distintas. Contra fibroblastos da linhagem 3T3-L1, porém,
apresentou EC50 de 8.85+0.25 uM, apontando que a molécula ndo apresenta
seletividade contra o parasito em relacdo a célula mamifera.?® A escolha de
fibroblastos para o ensaio in vitro, porém, ndo € padréo para avaliagdo de moléculas
antileishmania por néo serem as células hospedeiras classicas do parasito.*

Essa diferenca pode nos ajudar a compreender a importancia dos ligantes
no desenho de complexos metalicos para atividade biolégica, podendo explicar a

diferenca entre os compostos NHC1 (ligante Cl) e NHC6 (ligante DMAP), que
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diferem somente no ligante X e apresentaram atividade leishmanicida distinta. A
comparacao direta, entretanto, ndo € possivel, pois NHC1 é uma molécula neutra e

NHCG6 é catibnica, o que também interfere na atividade biol6gica dos compostos.

5.2.2 Viabilidade dos macrofagos

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados inicialmente com 5x10°
células de macréfagos de linhagem RAW 264.7 com 24h de incubacdo com os
compostos NHC(2-5). Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
BALB/c (BMDM) também foram avaliados para a viabilidade celular a fim de se
comparar ambos os resultados, com o adicional do composto NHC6 que ndo havia
sido testado antes. As diluicdes foram seriadas, em triplicata, partindo da
concentracdo inicial de 100uM e os resultados foram plotados para obtencdo da
CCsp no GraphPad Prism 6 (Figura 20).

B
A RAW 264 .7 BMDM
100 100 :
NHC2 = 21.54 NHC2 = 21.65
- *» NHC3=2755 4 « NHC3 = 21.81
* NHC4 = 2149 * NHC4 = 18.52
+ NHC5=2478 + NHC5 = 21.23
* NHC6 = 24.35
60 60
40 40
20 20
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0
[1log uM [1l0g M

Figura 20. Viabilidade celular de macrofagos de (A) linhagem RAW 264.7 e (B)
BMDM incubados com os compostos testados por 24h. Os valores estao expressos
como meédia + desvio padrao da % de células viaveis das triplicatas experimentais e
os resultados de CC50 como pM.

No comparativo de ambos os tipos celulares de macréfagos, as CC50 se
mostraram proximas. Com esses valores, foi possivel determinar o Indice de

Seletividade (IS), que nos mostra quantas vezes cada composto € mais seletivo

contra o parasito em relacdo a célula hospedeira (CC50/EC50). O IS foi calculado
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usando os valores de CC50 dos BMDM, pois todos os compostos puderam ser
testados nesse tipo celular (Tabela 3).

Tabela 3. Atividades inibitorias de cada complexo testado para 50% das culturas de
promastigotas de Leishmania spp. (EC50) e macréfagos de linhagem e primarios
(CC50). ‘IS BMDM' indica o indice de seletividade utilizando-se macréfagos
primarios como referéncia. Os resultados apresentados de EC50 sao
representativos de trés ensaios independentes realizados em triplicata; replicatas
experimentais ndo puderam ser realizadas para ensaios de CC50 devido a
interrupcdo de atividades laboratoriais por conta da pandemia de COVID-19, porém,
todos os ensaios foram realizados em triplicatas bioldgicas.

EC50+DP (M) CC50 (UM) IS BMDM
L. (L. L. (V. L. (L. L. (V.
amazo(ne)nsis brazilfen)sis RAW 2647 BMOM amazo(ne)nsis brazil?en)sis

NHC1 25.99+461 27.83+4.22 - - - -
NHC2 211+£1.11 8.30+0.88 21.54 21.65 10.28 2.61
NHC3 157+041 1.68 + 0.36 27.55 21.81 13.94 13.02
NHC4 1.65+0.16 1.70 £+0.42 21.49 18.52 11.25 10.91
NHC5 1.96 + 0.66 241+1.62 24.78 21.23 10.83 8.80
NHC6 6.35+3.72 8.14+1.79 - 24.35 3.83 2.99

Para tentar explicar a diferenca entre os compostos testados, podemos
relacionar cada estrutura com sua atividade. O composto NHC2, que possui a
estrutura mais basica, se mostrou ativo contra os promastigotas de ambas as
espécies, porem L. (L.) amazonensis se mostrou ligeiramente mais sensivel. A
adicdo das isopropilas tornou o NHC1 muito menos eficiente, porém a substituicdo
do ligante idnico pelo DMAP tornou o NHC6 uma molécula cationica com atividade
melhorada (embora ainda menos ativa que as demais).

A adicdo do grupo espacador entre o carbeno e o anel benzénico tornou o
NHC4 mais ativo principalmente contra L. (V.) braziliensis, porém, a substituicdo do
ligante idnico pelo DMAP néo alterou a atividade de NHC5. Por outro lado, a adi¢éao

dos grupos metilas tornou o NHC3 o melhor candidato dentre os testados. Nenhuma
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das alteracdes na estrutura mais basica parece ter interferido na atividade citotoxica
contra macréfagos, que se manteve semelhante com todos os compostos testados.

Paloque et al. demonstraram a sintese, caracterizacdo e atividade
biolégica de uma série de Au'-NHC contra promastigotas e amastigotas de L. (L.)
infantum e macréfagos de linhagem J774A.1. Dentre as moléculas testadas, a que
apresentou melhor atividade leishmanicida (EC50 = 1.53+0.62 uM, CC50 =
9.45+0.42 uM e IS = 6.19) era a Unica neutra Au'-NHC-CI.2*

Posteriormente, incentivados pelos resultados do primeiro estudo, o grupo
de Zhang et al. continuou explorando a neutralidade de uma série de Au-NHC
contra L. (L.) infantum. Seus resultados mostraram atividade leishmanicida para 50%
da cultura de promastigotas de até 10 uM para a maioria dos complexos, porém, a
atividade citotoxica contra macrofagos J774A.1 permaneceu na mesma faixa, ou
seja, ndo apresentaram boa seletividade contra o parasito, sendo que o melhor
candidato teve EC50 de 2.52+0.51 yM, CC50 de 7.79+1.14 uM e IS equivalente a
3.09.%

A literatura considera um bom candidato leishmanicida aquele que
apresenta EC50 menor ou igual a 10 uM contra amastigotas intracelulares e
seletividade maior ou igual a 10 contra o parasito em relacdo a célula hospedeira.®®
8 Todos os nossos complexos, com excecdo do NHC1, apresentaram EC50
menores que 10 uM para promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis
e, portanto, foram selecionados para 0s ensaios de infeccdo in vitro. Quanto a
seletividade, todos os compostos testados apresentaram 1S>10 contra L. (L.)
amazonensis, com exce¢ao do NHC6. A observagdo de que o composto NHC3
apresentou os melhores valores de IS nos encorajou a seleciona-lo para os ensaios

de possiveis mecanismos de agao discutidos a seguir.

5.2.3 Anélise de morfologia de promastigotas

Durante o ensaio de viabilidade celular com promastigotas de L. (L.)
amazonensis, observou-se que nos primeiros minutos de incubacédo as células
perdiam motilidade e, com o passar do tempo, apresentavam morfologia alterada.
Portanto, aliquotas foram retiradas de cada concentracdo ao fim das 24h de
incubacdo para avaliagdo da morfologia celular e quantificacdo das alteragbes
morfoldgicas (Figura 22, Tabelas 4 e 5).
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Figura 21. Morfologia celular de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Controle
mantido apenas em meio de cultura (A); culturas apds incubagdo com o composto
NHC3 por 24h com 1.6 pM (B), 6.25 uM (C) e 25 pM (D). As setas vermelhas
apontam para rosaceas. As alteracbes morfolégicas foram observadas
microscopicamente em culturas fixadas e coradas de parasitos, comparando-se
promastigotas fusiformes do grupo controle néo tratado (E) com o grupo tratado com
25 uM de NHC3 (F). As setas azuis apontam para formas espermatozoide-like com
alongamento de flagelo.
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Os grupos de alteracdo morfologica foram definidos de acordo com as
observacdes durante o ensaio e incluem a forma normal fusiforme do promastigota,
células em divisdo (flagelo e/ou ndcleo duplicados), espermatozoide-like (flagelo
alongado e corpo celular arredondado), formas arredondadas (sem flagelo) e formas
aberrantes (alteragbes sem padrao comum) (Tabelas 4 e 5).

As alteracdes morfologicas mostradas na Tabela 4 ficaram mais
frequentes a partir da concentracdo de 12.5 uM para os compostos NHC(2-5), que
apresentaram as menores EC50 para L. (L.) amazonensis (Figura 19, Tabela 3). Na
maior concentracdo de 25 pM, 100% das células mostraram alteracbes
morfologicas. NHC6, entretanto, alterou somente 71% das células observadas na
maior concentracdo e menos que 85% nas demais concentracfes, refletindo sua

menor atividade leishmanicida observada nos testes de viabilidade celular.

Tabela 4. Quantificacdo das alteracdes morfoldgicas observadas nos promastigotas
de L. (L.) amazonensis ap0s 24h de incubacdo com diferentes concentracfes dos
compostos testados NHC(2-6) (n = 150 promastigotas por condicao).

/s ‘T e

Fusiforme Em divisdo Esperrlr:s;ozone— Arredondado  Aberrante
Controle 78% 22%
NHC2
0.8 uM 80% 19% 1%
1.6 yM 74% 22% 2% 2%
3.125 uM 85% 14% 1%
6.25 uM 75% 6% 16% 3%
12.5 uM 4% 4% 1% 91%
25 pM 85% 15%
NHC3
0.8 uM 85% 15%
1.6 uM 81% 17% 2%

3.125 uM 82% 16% 2%
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6.25 UM 64% 5% 4% 27%
12.5 pM 10% 5% 85%

25 UM 24% 76%

NHC4

0.8 uM 82% 18%

1.6 pM 90% 8% 1% 1%
3.125 pM 93% 7%

6.25 UM 73% 4% 7% 15% 1%
12.5 pM 3% 2% 11% 80% 4%
25 UM 78% 22%

NHC5

0.8 uM 83% 17%

1.6 pM 81% 19%

3.125 pM 91% 9%

6.25 UM 74% 6% 2% 18%

12.5 pM 4% 3% 5% 88%

25 UM 97% 3%
NHC6

0.8 uM 90% 10%

1.6 pM 89% 9% 2%

3.125 pM 88% 10% 2%

6.25 UM 87% 10% 2% 1%

12.5 pM 90% 6% 1% 1% 2%
25 UM 29% 71%

Para L. (V.) braziliensis (Tabela 5) observou-se menor porcentagem de
células em divisdo, tanto no controle quanto nas diferentes concentragbes de
tratamento. A forma arredondada sem flagelo também se mostrou mais rara em
relacdo a L. (L.) amazonensis. De maneira geral, o padrdo de alteracbes
morfologicas entre as espécies se mostraram semelhantes, porém algumas
diferencas podem ser apontadas com a incubacao com NHC2, NHC4 e NHC6.

A concentragéo de 12.5uM do NHC2 foi o suficiente para alterar 82% das
células de L. (L.) amazonensis, mas somente 20% das células de L. (V.) braziliensis,

refletindo menor sensibilidade de L. (V.) braziliensis no ensaio de viabilidade celular.
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Na concentracdo de 25uM, 100% e 96% das células apresentaram alteracdes,
respectivamente. Porém, o que se observa com NHC4 é que 69% das células de L.
(V.) braziliensis se mostraram alteradas na concentracédo de 6.25uM, contra 23% das
células de L. (L.) amazonensis. J& 0 NHC6 se mostrou igualmente menos eficiente
contra L. (V.) braziliensis, alterando somente 31% das células na maior

concentracao.

Tabela 5. Quantificacdo das alteracdes morfolégicas observadas nos promastigotas
de L. (V.) braziliensis ap6s 24h de incubacdo com diferentes concentragbes dos
compostos testados NHC(2-6) (n = 150 promastigotas por condi¢ao).

"™ _t <M -
i ¢« &
Fusiforme Em divisdo ESperTlZOZOIte_ Arredondado  Aberrante

Controle 96% 4%
NHC2
0.8 uM 98% 2%
1.6 uM 99% 1%
3.125 pM 98% 2%
6.25 uM 94% 6%
12.5 uM 75% 5% 17% 3%
25 uM 4% 89% 7%
NHC3
0.8 uM 97% 3%
1.6 pM 98% 2%
3.125 uM 96% 4%
6.25 uM 92% 2% 3% 1% 2%
12.5 uM 3% 94% 3%
25 uM 100%
NHC4
0.8 uM 95% 5%
1.6 uM 86% 8% 6%
3.125 uM 88% 2% 10%

6.25 uM 31% 62% 7%
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12.5 pM 8% 90% 2%
25 UM 3% 94% 3%
NHC5

0.8 uM 98% 2%

1.6 pM 97% 2% 1%

3.125 pM 93% 3% 4%

6.25 UM 87% 13%

12.5 pM 16% 2% 76% 6%
25 UM 100%

NHC6

0.8 uM 97% 3%

1.6 pM 97% 3%

3.125 pM 91% 3% 3% 1% 2%
6.25 UM 96% 4%

12.5 pM 95% 2% 2% 1%
25 UM 67% 2% 30% 1%

Ainda que se tenha contado pelo menos 150 células, a quantidade de
campos necessarios para atingir esse numero foi aumentando de acordo com a
concentragdo, visto que muitas células morrem e restam os debris celulares (Figura
22D). Na literatura, diversos estudos relatam alteracdes morfoldgicas causadas por
diferentes compostos. Lorete-Terra e colaboradores demonstraram alteracbes na
forma e tamanho do corpo celular de promastigotas de L. (L.) amazonensis, bem
como a ocorréncia de flagelo duplo, invaginacao, arredondamento e aberragdes no
corpo celular do parasita quando tratados com complexos de Co(ll).% 8

Outro estudo realizado com promastigotas de L. (V.) braziliensis tratados
com diferentes chalconas sintéticas demonstrou alteracbes ultraestruturais nas
mitocondrias, vacuolizagcao intensa, dois nucleos com arredondamento dos parasitas
e encolhimento celular e nuclear. Também foram reportadas mudancas
ultraestruturais e morfolégicas, sugerindo que as chalconas induzem morte celular
semelhante & apoptose.®

De fato, estimulos que induzem a morte celular apoptose-like em
Leishmania incluem arredondamento celular, encolhimento celular, alteracdes da

membrana plasmatica com manutencdo de sua integridade, modificacdes
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mitocondriais, condensacgéo da cromatina, fragmentacéo nuclear e fragmentacao de
DNA.?! Ao contrario, morte celular por necrose é morfologicamente caracterizada por
ganho de volume celular, aumento das organelas e ruptura da membrana plasmatica
com consequente perda do contetdo intracelular.?

Tendo observado as alterac6es morfoldgicas e levando em consideracao
a morte celular apoptose-like, questionamos se 0s compostos poderiam estar
interferindo na permeabilidade da membrana plasmatica dos promastigotas de

Leishmania.

5.2.3 Avaliagdo da permeabilidade da membrana celular

Para responder se um dos mecanismos de acdo dos compostos poderia
ser a interferéncia na permeabilidade da membrana celular, 5x10° promastigotas de
L. (L.) amazonensis foram incubados com a EC50 do composto NHC3 por 15 e 25
minutos para avaliar alteracdes de curto prazo e com a EC25 e EC50 por 24h para
avaliar alteracdes de longo prazo. A escolha desse composto em especifico se deve
ao melhor IS observado para ambas as espécies (Tabela 3).

O ensaio consistiu na deteccao de fluorescéncia emitida ap6s o influxo de
brometo de etideo, um intercalante de DNA. A entrada da molécula ocorre caso a
membrana celular apresente aumento da permeabilidade celular, indicando a
existéncia de poros ou perda de integridade membranar. O ensaio € finalizado com a
adicdo de digitonina, que atua como detergente e lisa por completo a membrana

celular, gerando o pico maximo de fluorescéncia (Figura 23).

A B
— Controle
— Controle — EC25
— 15min — EC50
— 25min

— = Ny /- /
Bret Digitonina BrEt Digitonina

50s
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Figura 22. Permeabilidade de membrana celular. Promastigotas de L. (L.)
amazonensis (5x10%/mL) foram incubados em triplicata com (A) a EC50 do composto
NHC3 por 15 e 25 minutos e com (B) a EC25 e EC50 por 24 horas. Setas indicam o
momento da adicdo do brometo de etideo (Brkt) e da digitonina; barra de escala
indica as Unidades de Fluorescéncia (UF) pelo tempo do ensaio (segundos).

Nossos resultados mostram um aumento de 30% e 50% na
permeabilidade de membrana celular apés 15 min e 25 min de incubacao,
respectivamente, com a EC50 do composto NHC3 (Figura 23A). Com 24h de
incubacédo, observou-se um aumento de 20% e 86% na permeabilidade com as
concentracfes de EC25 e EC50, respectivamente (Figura 23B). Esses resultados
mostram atividade concentracdo- e tempo-dependente e apontam um possivel
mecanismo de acdo do composto testado nesse ensaio.

Minori e colaboradores também demonstraram alteracbes na
permeabilidade da membrana celular de promastigotas e amastigotas axénicos de L.

(L.) amazonensis tratados com a EC50 de complexos de Au' e Au". O candidato

mais efetivo, um complexo de Au"

coordenado a um esqueleto bidentado N”N
(Figura 16B), causou um aumento de ~50% na permeabilidade de promastigotas
ap6s 3h de incubacgdo.™

Outro estudo com promastigotas de L. (L.) amazonensis demonstrou a
inducdo de uma morfologia arredondada dependente da concentragéo de auranofina
apos 5h de incubacdo. Os autores discutem que esse fen6tipo pode ser atribuido a
inibicdo da tripanotiona redutase e ao aumento da permeabilidade de membrana,
gue levam a uma resposta semelhante a apoptose. Também relatam um aumento
da atividade semelhante a caspase 3/7 e fragmentacdo do DNA apds a exposicéo a
auranofina.®

No estudo de Mello et al., arredondamento, encolhimento e condensacéo
citoplasmatica foram observados em promastigotas de L. (V.) braziliensis apos 24-
96h de incubacdo com chalconas sintéticas. Formas aberrantes também foram
observadas devido a retracdo da membrana plasmatica no corpo celular que podem
indicar o inicio da formacdo de corpos celulares apoptéticos. Também observaram
aumento de ~60% na permeabilidade celular apés 96h de incubacdo.® Ressalta-se
agui que essas alteracdes sao caracteristicas dos processos de morte celular por

apoptose.



61

Um estudo conduzido por Khan et al. demonstrou o potencial da droga
hirudina de induzir morte celular por apoptose-like em promastigotas de L. (L.)
tropica.. Seus resultados demonstraram aumento na permeabilidade de membrana,
além de condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear. Aparentemente, seu
mecanismo de acdo pode estar ligado a alta afinidade pela GP63, uma das
principais moléculas de superficie em promastigotas de Leishmania.®*
Interessantemente, a GP63 é uma metaloprotease Zn-dependente com importante
papel na viruléncia parasitaria que poderia ser alvo dos compostos de Au', ja que
possuem alta afinidade pelo sitio de ligacdo do zinco.

A identificacdo de compostos que induzem a morte celular por mecanismo
apoptose-ilke em Leishmania parece ser uma estratégia terapéutica interessante,
pois proporcionaria a eliminacdo do parasito sem induzir inflamacé&o ou prejudicar o

hospedeiro.*

5.3 Infeccdes in vitro

Para avaliar a efichcia dos compostos contra a forma amastigota
intracelular, BMDM foram infectados com promastigotas em fase estacionaria de L.
(L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis e incubados com diferentes concentraces
dos compostos por 24h.

Os parametros avaliados incluiram a porcentagem de macrofagos
infectados (taxa de infeccdo) e a carga parasitaria (nUmero de amastigotas
intracelulares a cada 100 macréfagos contados); a multiplicagdo desses parametros
nos forneceu o indice de infectividade. Os resultados foram representados pela
porcentagem de reducdo dos parametros em relagdo ao controle, ou seja, quanto
cada concentracdo de cada composto reduziu cada parametro em relagdo ao
controle (100%).

5.3.1 Infeccédo com L. (L.) amazonensis

Ap6s a adesdo de 4x10° macréfagos BMDM em laminulas, a infeccéo
com promastigotas de L. (L.) amazonensis (5:1) foi mantida por 16h. ApOs esse
periodo, 20, 10 e 5 uM de cada composto foram incubados por 24 h. Em seguida, os
macréfagos foram fixados com metanol e corados com o kit Instant Prov para
contagem de, no minimo, 300 macréfagos por laminula com o auxilio do

microscopio optico (Figura 24).
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Figura 23. Parametros avaliados na infec¢éo in vitro com L. (L.) amazonensis.
BMDM foram infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis na proporcéo de
5:1 e entdo incubados com os compostos NHC(2-6). Os resultados apresentados
sao representativos de dois ensaios independentes realizados em triplicata. Graficos
representam a porcentagem de reducdo da (A) taxa de infec¢do, (B) numero de
amastigotas a cada 100 macréfagos e (C) indice de infectividade em relacdo ao
controle ndo tratado. As células fixadas e coradas foram contadas e fotografadas:
(D) controle ndo tratado (setas apontam amastigotas intracelulares) e (E) tratado
com 20uM do composto NHC3. Ordinary One Way ANOVA foi aplicado como teste
estatistico comparando cada concentragdo com o controle ndo tratado: * p < 0.05; **
p < 0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001.

Foi possivel observar uma reducédo de ~90% da taxa de infeccao para
0s compostos NHC(2-4), ~80% para NHC5 e ~70% para NHC6 na concentracao
de 20 pM. Com excecgédo de 5 pM para NHC(2 e 6), todas as demais concentragdes
reduziram significativamente a taxa de infeccdo (Figura 24A). Quanto a carga
parasitaria (Figura 24B), o composto NHC4 apresentou o melhor resultado, com
reducdo superior a 75% na maior concentragcdo, embora todos 0s compostos
tenham apresentado reducado significativa em relacdo ao controle a 20 pM. As
reducdes observadas no indice de infectividade (Figura 24C) refletem os resultados
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discutidos anteriormente e indicam uma tendéncia concentracdo-dependente de

acao dos compostos contra os amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis.

5.3.2 Infeccédo com L. (V.) braziliensis

Ap6s a adesdo de 4x10° macréfagos BMDM em laminulas, a infeccédo
com promastigotas de L. (V.) braziliensis (10:1) foi mantida overnight. Apds esse
periodo, 20, 10 e 5uM de cada composto foram incubados por 24h. Em seguida, os
macrofagos foram fixados com metanol e corados com o kit Instant Prov para
contagem de, no minimo, 300 macrofagos por laminula com o auxilio do

microscoépio Optico (Figura 25).
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Figura 24. Parametros avaliados na infec¢do in vitro com L. (V.) braziliensis.
BMDM foram infectados com promastigotas de L. (V.) braziliensis na proporcéo de
10:1 e entdo incubados com os compostos NHC(2-6). Os resultados apresentados
sao representativos de dois ensaios independentes realizados em triplicata. Graficos
representam a porcentagem de reducdo da (A) taxa de infecgdo, (B) numero de
amastigotas a cada 100 macréfagos e (C) indice de infectividade em relacdo ao
controle néo tratado. As células fixadas e coradas foram contadas e fotografadas:
(D) controle nédo tratado (setas apontam amastigotas intracelulares) e (E) tratado
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com 20 uM do composto NHC3. Ordinary One Way ANOVA foi aplicado como teste
estatistico comparando cada concentracdo com o controle ndo tratado: * p < 0.05; **
p <0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001.

E possivel observar uma redugdo de ~75% da taxa de infeccéo para o
composto NHC5, ~65% para os compostos NHC(3-4) e ~55% para NHC(2 e 6)
na concentracdo de 20 uM. O composto NHC3 apresentou a melhor atividade, com
uma reducdo significativa da taxa de infeccdo em todas as concentracdes (Figura
25A). Nenhum composto reduziu a carga parasitaria em mais de 50%, embora o
NHC3 tenha reduzido 43% com 20 pM (Figura 25B). As reducdes observadas no
indice de infectividade (Figura 25C) também indicam uma tendéncia dose-
dependente de acdo dos compostos contra os amastigotas intracelulares de L. (V.)
braziliensis, reduzindo ~80% para os compostos NHC(3 e 5), 72% para NHC2 e 65%
para NHC6 na maior concentragéo.

De maneira geral, os compostos com melhores IS para ambas as
espécies (NHC3-5) apresentaram reducdes significativas nos parametros
avaliados na infeccdo in vitro e sdo candidatos leishmanicidas promissores.
Porém, para melhor avaliar a carga parasitaria, podemos observar o nimero

absoluto de amastigotas, como mostrado na Figura 26.
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Figura 25. Numero absoluto de amastigotas contados no ensaio de infeccgédo in vitro.
Linhas pontilhadas na horizontal marcam a metade do numero de amastigotas
contados no controle néo tratado. Ordinary One Way ANOVA foi aplicado como teste
estatistico comparando cada concentracdo com o controle ndo tratado: * p < 0.05;
*** p <0.001; **** p < 0.0001.
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Tal resultado nos mostra que a concentracédo de 10 uM de cada composto
foi eficiente para reduzir mais da metade do numero de amastigotas intracelulares
de L. (L.) amazonensis, com uma redugdo bastante expressiva na maior
concentracédo para NHC(2-4). Somente o composto NHC3 reduziu mais da metade
da carga parasitaria até mesmo na menor concentracdo. Para L. (V.) braziliensis,
porém, somente a concentracdo de 20 uM foi capaz de reduzir mais da metade da
carga parasitaria, com excecdo do composto NHC3, que também reduziu mais de
50% com 10 pM. Esses dados se mostram coerentes com os resultados dos testes
de viabilidade celular.

A diferenca entre as EC50 para promastigotas e amastigotas pode estar
relacionada a maior dificuldade das moléculas de acessar o vacuolo parasitéforo no
interior das células hospedeiras, além das reacfes/interacbes que os complexos
sofrem nos diferentes meios de cultura utilizados nos ensaios. Chaves et al.
discutem o envolvimento de mecanismos dependentes da célula hospedeira
relacionados a acdo das moléculas testadas, ja que elas inicialmente dependem da
captacdo/transporte através da membrana celular e do vacuolo parasitéforo para
atingir amastigotas intracelulares.** Os trabalhos de Paloque et al. e Zhang et al.
também apontaram diferencas na sensibilidade dos amastigotas em relacdo aos
promastigotas, com melhores valores de IS para a forma intracelular.?* &

Chaves também aponta que a susceptibilidade a drogas em parasitas de
Leishmania é espécie-especifica e pode variar até mesmo entre cepas da mesma
espécie como resultado de metabolismos distintos, mostrando que L. (V.)
braziliensis foi menos sensivel aos derivados de Au(PEt3) quando comparada a L.
(L.) infantum e L. (V.) guyanensis, apresentando valores médios de EC50 de 7.3, 4.5
e 3.5 uM, respectivamente. Este fato direciona as pistas sobre 0 modo de ag¢ao dos
complexos a base de ouro (I) antileishmania em direcdo as propriedades
bioquimicas especificas de cada espécie.**

Minori et al. também testou a eficacia de seus complexos contra
amastigotas intracelulares e verificou diferencas na sensibilidade entre L. (L.)
amazonensis e L. (V.) braziliensis. Essa diferen¢a nao foi demonstrada no ensaio de
viabilidade contra promastigotas, mas ficou bastante evidente a maior sensibilidade

de uma espécie em relagéo a outra na infecgéo in vitro.”*
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6 CONCLUSAO

Com excecdo do NHC1, todos os complexos Au'-NHC aqui testados
induziram um efeito antiproliferativo concentracdo-dependente em promastigotas, o
estagio extracelular das espécies L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. A 25 uM,
estes compostos de ouro induziram 100% de mortalidade contra promastigotas,
enquanto concentracdes inferiores determinaram atividade leishmanistatica, com
diferentes taxas de atividade de inibicdo para as duas espécies de Leishmania.
Nessas concentracdes subletais, 0s parasitas apresentaram inibicdo da motilidade e
alteracbes morfoldgicas, ndo presentes nas células controle. No ensaio mecanistico
do melhor candidato (NHC3), o aumento da permeabilidade de membrana sugere a
ocorréncia de eventos relacionados a morte celular do tipo apoptose. De maneira
geral, todos os compostos se mostraram eficazes na reducdo da infeccao
intracelular, com diferencas de sensibilidade entre as espécies. Logo, os complexos
de AU' testados no presente trabalho se mostraram bastante promissores contra

essa doenca que precisa urgentemente de alternativas terapéuticas mais eficientes.
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