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Resumo:

A leishmaniose é uma parasitose encontrada em 98 paises, causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae do género Leishmania, transmitida pelo vetor da familia Psychodidae, acometendo cerca de
1,3 milhdes de pessoas por ano. A terapia farmacolégica utilizada atualmente para o tratamento da doenca
apresenta altas taxas de toxicidade, comprometendo a salde do infectado por causa das graves reacgfes
adversas. O presente estudo tem como objetivo & avaliagdo farmacologica de candidatos a farmacos
imunomoduladores e leishmanicida, planejados e sintetizados no Laboratério de Avaliagdo e Sintese de
Substancias Bioativa (LASSBio-UFRJ), através da determinacéo da citotoxicidade dos derivados para a célula
hospedeira (macréfagos), utilizando métodos de reducdo de MTT; assim também como a anélise da atividade
leishmanicida dos derivados contra promastigotas de Leishmania amazonensis. Desta forma, observou-se que
todos os derivados testados apresentaram efeito citotoxico para macréfagos na concentragdo de 100 pM,
exceto o LASSBio 405.28. Posteriormente, ao avaliar a acdo leishmanicida in vitro contra promastigotas de L.
amazonensis, verificou-se que na concentracdo de 100 yM, os derivados LASSBIio 405.36 (efeito leishmanicida
de 78,4 £ 2,7%) e LASSBIio 405.40 (atividade de 99,6 + 0,2%) apresentaram efeito antileishmania contra
formas promastigotas do parasito. Destaca-se ainda que LASSBIio 405.40 apresentou efeito similar ao da
pentamidina na mesma concentracao testada (induziu reducédo de 99,6 + 0,2% do numero de promastigotas).
De acordo como os resultados obtidos, conclui-se que os derivados LASSBio 405.36 e LASSBio 405.40
apresentaram elevado efeito leishmanicida contra promastigotas de L. amazonensis.

Autorizacdo legal: Por ser um estudo in vitro para avaliagcao de substancias sintéticas, néo ha necessidade de
expedi¢do de autorizagfes junto a Comités de Etica ou Orgdos Ambientais.
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Introducéo:

As leishmanioses sdo parasitoses causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae, do género
Leishmania, transmitidas ao homem e outras espécies de mamiferos pelo vetor da familia Psychodidae. A
leishmaniose é encontrada em 98 paises, acometendo cerca de 1,3 milhGes de pessoas por ano. No Brasil é
de elevada incidéncia, apresentando no decorrer dos anos uma tendéncia crescente, sendo que a maioria dos
casos se encontram nas regifes Norte e Nordeste, havendo ainda focos importantes na regido Centro-Oeste e
Sudeste (WHO, 2014).

No entanto, apesar da sua importancia epidemioldgica, poucas sdo as alternativas medicamentosas
para seu tratamento, consistindo apenas na utilizacdo dos antimoniais pentavalentes como farmacos de
primeira escolha, e os de segunda escolha, pentamidina e anfotericina B. Entretanto, estes apresentam altos
indices de resisténcia e toxicidade que podem causar complicagdes hepaticas, renais e cardiovasculares,
ocasionando em alguns pacientes arritmias fatais e até morte subita (LIMA JUNIOR et al, 2014).

O objetivo geral deste trabalho visa estudar o efeito leishmanicida de séries de derivados sintéticos,
planejados e sintetizados no Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativa (LASSBio-UFRJ), em
colaboracdo com a Profa. Lidia Moreira Lima — LASSBio-UFRJ e com o Prof. Eliezer Jesus de Lacerda Barreiro
— LASSBIo-UFRJ, com intuito de descobrir novos candidatos a farmacos leishmanicidas, que constituam
opcles terapéuticas mais seguras ao tratamento da leishmaniose. Com relacdo aos objetivos especificos do
presente trabalho, 0 mesmo tem por intuito: Determinar a citotoxicidade dos derivados para a célula hospedeira
(macrofagos); analisar a atividade leishmnicida dos derivados contra promastigotas de Leishmania
amazonensis.

Metodologia:

Para a manutencao de linhagem macréfagos foram utilizados macréfagos da linhagem J774.A1 mantidos em
garrafas de cultura em 5 ml de meio RPMI com soro. No momento do uso, as células foram contadas,
ajustadas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB na concentracdo de 1 x 105 células/mL e 200 pL
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dessa suspensao foram distribuidas em placa de 96 pocos (Nunc, Denmark) ou 1 x 10% células /pocgo de placa
de 24 pocos com laminulas. A determinacdo da viabilidade celular se deu através de macréfagos da linhagem
J774.A1 que foram cultivados em triplicatas em placas de 96 pocos, na concentracdo de 1,5 x 105 células/poco
e incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera Umida contendo 7% de CO2 por 1 hora, para adesdo dos
macréfagos ao plastico. Em seguida, os pocos foram lavados para remocao das células ndo aderentes e
acrescentadas as diferentes concentracdes das substancias que foram testadas. Os poc¢os controles foram
células cultivadas somente com meio de cultura e 10% de SFB (Roche) ou células cultivadas na presenca do
diluente das substancias (DMSO, Sigma). A viabilidade celular foi determinada através do ensaio de reducao
de MTT (MOSMANN et al., 1993). A viabilidade celular das culturas tratadas com as substéncias foi comparada
ao padrdo de morte obtido nas culturas controle. A avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro (formas
promastigotas), foi realizada através da espécie de Leishmania. Amazonenses, plaqueadas numa
concentracdo de 5x 108 parasitos/pogo num volume de 500 pL em placa de 48 pogos com meio Scnheider’s
suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina, 2% de urina humana. Diferentes concentracdes dos
diferentes compostos foram adicionadas aos pocos contendo as promastigotas e a placa foi incubada em
estufa BOD a 27 °C por 48 horas. O nimero de formas promastigotas foi quantificado através de contagem em
camara de Neubauer, por meio de visualizagdo em microscaépio 6ptico.

Resultados e Discusséo:

Preliminarmente, avaliou-se a citotoxidade das substancias nos macréfagos de linhagem J774.A1
previamente aderidos. Por meio do método de redugéo de MTT, realizou-se a andlise de viabilidade celular
das culturas tratadas com os derivados que estdo em fase de testes, como mostrado no Grafico 1.

Grafico 1. Efeito citotéxico de pentamidina e dos derivados doadores de Oxido nitrico contra
macrofagos da linhagem J774.Al.
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Os resultados revelaram que os compostos LASSBio 405.29, LASSBio 405.32, LASSBio 405.36,
LASSBIo 405.40, LASSBio 405.41, LASSBIo 405.43, LASSBIo 405.46 e LASSBIio 405.47 apresentaram efeitos
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citotoxicos semelhantes a pentamidina, farmaco padrdo utilizado no tratamento da leishmaniose, em sua
concentracdo maxima utilizada [100uM] (Gréfico 1A), levando a morte celular. Nesta mesma concentragéo, o
derivado LASSBio 405.31 também apresentou efeito deletério para os macréfagos, porém em menor
proporcao; jA o LASSBIio 405.28 ndo apresentou citotoxidade para célula hospedeira, comparando-o0 ao grupo
controle DMSO 0,1%. E importante mencionar que ndo houve inducdo de morte celular no grupo controle
tratado com DMSO 0,1%, caracterizando, desta forma, que o diluente das substancias ndo apresentou efeitos
citotéxicos significantes na célula.

Como exposto no grafico 1B, as substancias LASSBio 405.27, LASSBio 405.32, LASSBio 405.40,
LASSBio 405.41 e LASSBio 405.46, mesmo em menor concentracdo (10 uyM) continuaram apresentando
efeitos citotéxicos para célula hospedeira. Nas demais concentracdes de 1 e 0,1 yM (Grafico 1C e 1D,
respectivamente), nenhum dos compostos causaram morte celular, quando comparados ao controle do veiculo
(DMSO 0,1%). Além disso, ap6s analise do conjunto de dados obtidos, destaca-se o derivado LASSBio 405.28
por ndo induzir danos em nenhuma das concentracdes testadas.

Ap6s a determinacdo da citotoxicidade dos derivados, realizou-se a investigacdo do efeito
leishmanicida contra promastigotas de Leishmania amazonensis, como demonstrado no grafico 2.

Gréfico 2. Efeito leishmanicida de pentamidina e dos derivados doadores de 6xido nitrico contra promastigotas
de Leishmania amazonensis.
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Apos a andlise dos dados obtidos, observou-se que os derivados LASSBio 405.43, LASSBio 405.46,
LASSBI0 405.28, LASSBIi0 405.29, LASSBIo 405.27, LASSBIio 405.31, LASSBIio0 405.41 e LASSBIo0 405.32, ndo
apresentaram efeitos leishmanicida na concentracdo testada (100 uM), ao contrario do composto LASSBIio
405.36, que induziu diminuicdo do numero de promastigotas de L. amazonensis contadas no microscoépico
Optico, numa proporcdo de 78,4 + 2,7%. Além disso, a substancia LASSBio 405.40 também apresentou efeito
leishmanicida (indugdo de morte na proporgdo de 99,6 + 0,2%.), apresentando atividade semelhante a
pentamidina, fArmaco tratamento contra a leishmaniose que demosntrou efeito leishmanicida na proporcao de
99,8 £+ 0,1%.

A série de derivados avaliados foram planejados pelo grupo do LASSBio-UFRJ para serem substancias
doadoras de 6xido nitrico. Sabe-se que o 6xido nitrico € uma molécula chave para atividade antimicrobiana de
macrofagos, incluido defesa contra Leishmania, O mecanismo molecular pelo qual 6xido nitrico exerce a sua
atividade citotéxica ndo é completamente compreendido. Alguns estudos tém proposto que os efeitos do 6xido
nitrico sdo devidos a inibicdo da respiracdo mitocondrial, glicélise, peroxidacdo de lipideos da membrana,
inativacdo de peroxidases e arginases, perturbacfes de agregados de Fe-S e mutacdo do DNA e/ou a inibicdo
da sintese e reparo do DNA (MAUEL e RANSIJN, 1997; GRADONI e ASCENZI, 2004). Desta forma, como
perspectiva, pretende-se avaliara a atividade contra formas amastigotas de Leishmania sp., bem como
investigar se de fato esses derivados (em especial, LASSBio 405.36 e LASSBIio 405.40) tém seu mecanismo
de agédo associado a liberacao de 6xido nitrico.

Conclusdes:

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o derivado LASSBIio 405.28 foi o Unico na série que
ndo apresentou efeito deletério para célula hospedeira em nenhuma das concentragdes testadas. Além disso,
LASSBI0 405.36 e LASSBIo 405.40 demonstracdo elevada atividade leishmanicida contra promastigotas de L.
amazonensis, no entanto apresentam efeito deletério na mesma concentracdo para célula hospedeira. Desta
forma, é importante mencionar que a elevada eficacia desses derivados contra promastigotas de L.
amazonensis da suporte para continuacdo da investigacdo detalhada de seu mecanismo de acdo, bem como
do seu potencial para o tratamento da leishmaniose, bem como visando o aprimoramento quimico através de
modificacdes estruturais nos derivados LASSBio 405.36 e LASSBio 405.40, objetivando a diminuicdo dos
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efeitos citotoxicos observados para célula hospedeira e manutengéo dos efeitos leishmanicida.
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