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RESUMO

As leishmanioses sao doencas infecciosas de dificil controle e se apresentam em
trés formas clinicas: leishmaniose cutanea, mucocutanea e visceral, causadas por
mais de 20 espécies de parasitos do género Leishmania spp., sendo transmitidos
pelo inseto vetor, flebotomineo. A quimioterapia atual para leishmaniose enfrenta
limitagdes significativas devido a alta toxicidade, regimes de tratamento prolongados
e aumento da resisténcia do parasita, destacando a necessidade urgente de novas
estratégias de tratamentos. Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade in
vitro do sal de derivados de triazol contra promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, bem como sua citotoxicidade em macréfagos murinos. Além disso,
investigar o mecanismo de morte do parasito. A atividade antipromastigota e a
citotoxicidade em macréfagos peritoneais foram determinadas pelo método
colorimétrico do MTT apds 72 horas de tratamento. O efeito antiamastigota foi
avaliado em macrofagos infectados com L. amazonensis apos 72 horas de
incubacdo, corados com Giemsa e contados em microscopia 6ptica. Os testes para
analises do mecanismo de acao foram feitos por meio de diferentes indicadores
bioquimicos e celulares de parametros de morte celular, por fluorimetria e citometria
de fluxo. Adicionalmente, foram analisados a ultraestrutura e a morfologia das
promastigotas tratadas com TZDS, em microscopia eletrbnica. Os resultados
encontrados ressaltaram a importancia dos sais de triazéis, pois a forma neutra nao
mostrou inibicdo do crescimento do parasita. Porém, o sal derivado de triazol
demonstrou indice seletivo promissor (S| = 34,28) e atividade antileishmania (ICso=
0,13 uM e ICso= 2,06 uM contra formas promastigotas e amastigotas,
respectivamente), provando ser mais ativo do que a miltefosina, o medicamento
padrao. Em relacdo ao modo de agdo TZDS, este composto induziu alteragdes
mitocondriais significativas no parasita, caracterizadas por um aumento no potencial
de membrana mitocondrial (AWm), niveis elevados de Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS) totais e mitocondriais e acumulo de corpos lipidicos no citoplasma.
O tratamento com sal derivado de triazol também produziu varias alteracdes
ultraestruturais, bioquimicas e celulares nas formas promastigotas, compativeis com
morte celular por apoptose-like, incluindo encolhimento celular e reducdo no

comprimento, bem como exposicdo de fosfatidilserina no folheto externo da



membrana plasmatica e interrupcdo acentuada do ciclo celular, além de
fragmentagdo de DNA. Apesar do MDC (monodansilcadaverina) positivo e da
presenga de vacuolos ligados a membrana que se assemelham a estruturas
autofagossémicas observadas pela andlise TEM, a autofagia ndo € um processo
predominante, com danos mitocondriais graves emergindo como o0 evento primario
que leva a morte do parasito. Esses achados demonstram o potencial antileishmania
promissor do sal derivado de triazol, com seu efeito em multiplos alvos em células de
L amazonensis. Além disso, a associacdo do composto ativo com miltefosina
mostrou um efeito aditivo no tratamento de macrofagos infectados por L.
amazonensis. No geral, esses resultados destacam o potencial terapéutico do sal
avaliado e dao suporte a estudos adicionais para avaliar sua eficacia in vivo em um

modelo murino de leishmaniose cutanea.

Palavras-chave: Leishmaniose; tratamento; triazol; sal organico; apoptose.



ABSTRACT

Leishmaniasis is an infectious disease that is difficult to control and presents itself in
three clinical forms: cutaneous, mucocutaneous and visceral leishmaniasis, caused
by more than 20 species of parasites of the genus Leishmania spp., transmitted by
the insect vector, the sand fly. Current chemotherapy for leishmaniasis faces
significant limitations due to high toxicity, prolonged treatment regimens and
increased parasite resistance, highlighting the urgent need for new treatment
strategies. This study aimed to evaluate the in vitro activity of triazole derivatives
against promastigotes and amastigotes of L. amazonensis, as well as its cytotoxicity
in murine macrophages. In addition to investigate the mechanism of parasite killing.
antipromastigote activity and cytotoxicity in peritoneal macrophages were determined
by the colorimetric MTT method after 72 hours of treatment. The anti-amastigote
effect was evaluated in macrophages infected with L. amazonensis after 72 hours of
incubation, stained with Giemsa and counted by optical microscopy. The tests for
analysis of the mechanism of action were performed using different biochemical and
cellular indicators of cell death parameters, by fluorimetry and flow cytometry.
Additionally, the ultrastructure and morphology of promastigotes treated with TZDS
were analyzed by electron microscopy. The results found highlighted the importance
of triazole salts, since the neutral form did not show inhibition of parasite growth.
However, the triazole-derived salt demonstrated a promising selective index (S| =
34.28) and antileishmanial activity (IC50 = 0.13 pyM and IC50 = 2.06 uM against
promastigote and amastigote forms, respectively), proving to be more active than
miltefosine, the standard drug. Regarding the TZDS mode of action, this compound
induced significant mitochondrial alterations in the parasite, characterized by an
increase in mitochondrial membrane potential (AWm), elevated levels of total and
mitochondrial Reactive Oxygen Species (ROS), and accumulation of lipid bodies in
the cytoplasm. Treatment with triazole salt also produced several ultrastructural,
biochemical, and cellular alterations in the promastigotes, consistent with apoptosis-
like cell death, including cell shrinkage and reduction in length, as well as exposure
of phosphatidylserine in the outer leaflet of the plasma membrane and marked cell
cycle arrest, in addition to DNA fragmentation. Despite the positive MDC

(monodansylcadaverine) and the presence of membrane-bound vacuoles resembling



autophagosomal structures observed by TEM analysis, autophagy is not a
predominant process, with severe mitochondrial damage emerging as the primary
event leading to parasite death. These findings demonstrate the promising
antileishmanial potential of the triazole-derived salt, with its effect on multiple targets
in L. amazonensis cells. Furthermore, the association of the active compound with
miltefosine showed an additive effect in the treatment of macrophages infected by L.
amazonensis. Overall, these results highlight the therapeutic potential of the
evaluated salt and support further studies to evaluate its in vivo efficacy in a murine

model of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis; treatment; triazole; organic salt; apoptosis.
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Figura 11 - Atividade antipromastigota de L. amazonensis do TZDS . Para atividade
antipromastigota usou-se a concentragdo de 2 x 10° células/ml, tratados com TZDS. A
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MTT, apos leitura em espectrofotdmetro (Multiskan) a 570nm. O programa GraFit 5 foi
usado para calcular a concentragdo inibitoria (Clsg), que representa a concentragdo que
inibe  50% do crescimento celular. A droga de referéncia utilizada foi a
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Figura 12 - Citotoxicidade do TZDS em macrofagos peritoneais Para o teste de
citotoxicidade usou-se a concentracdo de 2 x 10° células/ml, tratados com TZDS. A
expressao dos resultados foi feita pela comparagdo com o controle sem a adicao do
composto, em porcentagem de inibicdo de células viaveis pelo teste colorimétrico do
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Figura 16 - Produgdo de ROS em promastigotas tratadas com o composto TZDS. Os
parasitos foram tratados com o composto TZDS nas concentragcbes de 0,13 e 0,26 uM
por 6 horas e 24 horas e os niveis de ROS foi avaliado pela incubagdo com a sonda
fluorescente H.DCFDA. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada em fluorimetro de
microplacas utilizando os comprimentos de onda de 485 e 528 nm de excitacdo e
emissao, respectivamente. Os valores de intensidade de fluorescéncia foram expressos
como unidade de fluorescéncia arbitraria (u.a.). H202 foi utilizado como controle
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Figura 17 - Niveis de superoxido em promastigotas tratadas com TZDS. Promastigotas
de L. amazonensis foram tratadas com TZDS (0,13uM e 0,26uM) por 6 e 24 horas a 25
°C. Os parasitas foram entdo marcados com MitoSOX e a intensidade de fluorescéncia

foi avaliada em espectrofluorémetro a 540/600 nm de excitagdo/emissao. ............cccceeeee.
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amazonensis tratadas com o composto TZDS. Os parasitos foram tratados com o
composto com TZDS (0,13 e 0.26uM) por 24h. Miltefosina foi utilizado como controle
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computador FlowJo Versédo 10. (A) Analise do conteudo de DNA em cada fase do ciclo
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Figura 26 - Analise ultraestrutural dos efeitos de TZDS a 0,13uyM em promastigotas de L.
amazonensis. a) Controle demonstrando parasitos em sua morfologia alongada tipica.
(b) Interagdo com o solvente organico DMSO, sem alteragbes na morfologia dos
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Figura 27 - Analise ultraestrutural dos efeitos de TZDS a 0,13uyM em promastigotas de L.
amazonensis. a) Células exibindo varias alteragdes visiveis. Vacuolos (seta) contendo
material amorfo, vacuolos com perfis membranosos (ponta de seta preta) e um grande
vacuolo (asterisco) no centro contendo estruturas membranosas e material amorfo séo
observados. Goticulas lipidicas densas em elétrons (LD) também estdo presentes. (b, c)
Estruturas vesiculares (V) na bolsa flagelar (FP) sdo evidentes. O nucleo parece nao
afetado. Em (c), o cinetoplasto é observado dentro de uma mitocondria alterada. (d)
Mitocdndrias inchadas (estrela) foram visualizadas. (e) Em maior ampliacédo, um grande
vacuolo contendo vacuolos menores com perfis membranosos (ponta de seta preta),
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densas do inglés lipid droplets (LD) foram observados. Numerosos perfis reticulares e
vacuolos agrupados (dentro do quadrado) também séo evidentes. (b) O cinetoplasto esta
localizado dentro de uma mitocéndria danificada. Parece haver uma associagao entre
vacuolos menores € um vacuolo maior, com diferengas estruturais observadas onde as
membranas das duas organelas estdo em estreita proximidade (ponta de seta branca).
Vacuolos com perfis membranosos (ponta de seta preta) também estdo presentes. (c)
Estruturas vesiculares (V) na bolsa flagelar, flagellar pocket (FP) s&o evidentes. (d, e, f)
Além das alteragdes descritas anteriormente, perfis membranosos na superficie externa
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1 INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia

As leishmanioses s&o um conjunto de manifestagdes clinicas infecciosas,
nao contagiosas, causadas por espécies de protozoarios unicelulares, flagelados, da
familia Trypanosomatidae, parasitos intracelulares obrigatérios do género
Leishmania spp., transmitidos por insetos e que acometem mamiferos domésticos e

silvestres, além do homem (Gurel; Tekin; Uzun, 2020).

Epidemiologicamente, as leishmanioses estdo em 99 paises, em todos os
continentes. sendo as areas de maior risco (Afeganistdo, Argélia, Bangladesh,
Bolivia, Brasil, Colémbia, Etidpia, india, Ird, Peru, Suddo do Sul, Suddo e Siria).
(WHO, 2025). Estando entre as doengas tropicais negligenciadas (neglected tropical
disease - NTD) e de dificil controle, a estimativa é de 60-90 mil novos casos por ano,
mesmo com subnotificagdes o numero de infectados anual pode chegar a
aproximadamente 1,7 milhdes, desses uma porcetagem adoecem e entre 20-30 mil

evoluem a o6bito, principalmente quando nao tratados (WHO 2024).

Em relacdo ao continente Americano, as leishmanioses sdo prevalentes
em 18 paises, distribuida desde o Sul do Estados Unidos até a Argentina,
disseminada principalmente em paises tropicais e subtropicais, no Brasil esta
presente em quase todos os estados, o Ministério da Saude registra uma média de
21 mil novos casos de LTA e 3.500 mil novos casos de LVA, com aumento da
letalidade de 7,1% em 2012.e 31% em 2020 (Brasil, 2024) A figura 1 ilustra a
distribuicdo da leishmanioses tegumentar e visceral mundialmente (OPAS, s.d.,
WHO, 2024).
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B Endemic areas

B Endémica
Prevaléncia de casos reportados
Nao ha casos autoctones

Nao aplicavel

Figura 1: A esquerda encontra-se ilustrada a distribuicdo da Leishmaniose Tegumentar
(modificada de WHO, 2024). A direita encontra-se ilustrada a Distribuicdo da Leishmaniose
visceral (WHO 2003) com areas endémicas marcadas em vermelho.

Dos dois grandes grupos de manifestagdes clinicas das leishmanioses, a
tegumentar é a mais frequente, e nas Américas é registrada desde o sul dos Estados
Unidos ao norte da Argentina — exceto Chile e Uruguai — com aproximadamente
13.000 casos no Brasil em 2023, estando a maioria concentrada na regido Norte do
pais, especialmente no Para (Brasil, [S.D.] a; Brasil, [s.d.] b). Por sua vez, 90% dos
casos de leishmaniose visceral registrados na América Latina ocorrem no Brasil,
com 1.567 casos registrados em 2023, sendo a maioria concentrada na regiao
Nordeste, especialmente Maranhdo e Ceara (Brasil, [s.d.] c; Brasil, [s.d.] d).
Ressalta-se também que nas ultimas décadas tem sido observado aumento da
letalidade de 4% ao ano (Cota, 2021); sendo que um dos fatores apontado como
aumento do indice de letalidade para LV € a baixa escolaridade, o que implica em
baixo nivel socioecondmico e dificil acesso ao sistema de saude. Cria-se, portanto,

um circulo vicioso entre a doenca e a pobreza (Okwor e Uzonna, 2016).

Descrita como uma deficiéncia brasileira por profissionais de saude
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publica no Brasil, as informacbes epidemiolégicas s&o feitas por uma coleta de
dados ineficiente, consequentemente nao produzem fundamentagao para tomada de
decisbes em saude publica. Além de deixar de mapear a distribuicdo e ndo acompar
a evolugdo da doenga, o que permitiia apontar o surgimento de resisténcia
parasitaria, melhorando a biovigilancia pelos profissionais de saude envolvidos na

luta contra as doengas negligenciadas (Brasil, [s.d.]; Herwaldt, 1998; Simon, 2012;).

E relevante considerar as implicacdes sociais dessa doenca que, além do
estigma social produzido pelas manifestagdes clinicas, causa também a perda de
1,6 milhdes de DALYs (Disability-Adjusted Life Years) (Vos et al., 2020). Um DALY
representa a perda do equivalente a um ano de saude plena. Os DALYs para uma
doenca ou condi¢cdo de saude sdo a soma dos anos de vida perdidos devido a
mortalidade prematura e dos anos vividos com incapacidade devido a casos

prevalentes da doenga ou condi¢géo de saude numa populagao (WHO, 2024).

Observa-se desde 1980, uma expansao das leishmanioses na distribuicao
geografica, de pontos focais em regides rurais para uma urbanizagdo, que se
associa a pobreza, pelas condicbes de moradia que facilitam o desenvolvimento do
inseto vetor ou pela ma nutricdo, o que favorece o desenvolvimento das
manifestagdes clinicas e sua gravidade. (Alvar, Yactayo e Bern, 2006; Vos et al.,
2020, Werneck, 2007).

A doenca onera familias financeiramente, contribuindo para a pobreza dos
individuos acometidos. Embora a terapéutica das leishmanioses frequentemente
seja oferecida gratuitamente pelo sistema publico de saude em paises emergentes,
a maioria dos doentes reside em areas de dificil acesso a esses servigos, o que
demanda o empenho de suas reservas para arcar com o tratamento e aumenta as
chances de abandono do tratamento, contribuindo também para o desenvolvimento
de formas resistentes e novas disseminagdes (Alvar, Yactayo e Bern 2006;
Montaner-Agoiti, Llobat, 2023). Além disto, a medicagao atualmente disponivel é
limitada a poucos farmacos, os quais apresentam efeitos colaterais graves e contra-

indicagdes, dificultando ainda mais o controle das leishmanioses.
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Evidéncias pré-historicas, analisadas por biologia molecular, relatam a
existéncia das leishmanioses através de amostras arqueoldgicas, e permitem
identificar e estimar a origem do parasito Leishmania spp e seus ancestrais desde o
periodo Pré-Cambriano. A datacdo pela paleoparasitologia relaciona a historia
evolutiva do parasito com seus vetores e seus hospedeiros, gerando teorias mais
plausiveis e também melhorando a analise filogenética. O encontro das duas formas
parasitarias amastigotas, além das promastigotas em ambar confirmam o ciclo de
vida digenético e ainda a relagdo com os hospedeiros. Alguns poucos relatos
histéricos de feridas semelhantes as encontradas nas leishmanioses e a presenca
de DNA mitocondrial de leishmania em mumias egipcias confirmam a existéncia das
leishmanioses desde as primeiras migragdes humanas (Novo, 2016; Steveriding,
2017).

Associada a fatores sociodemograficos, tais como, deslocamento
populacional, crescimento urbano desordenado, superpopulacio, falta de assisténcia
médica, baixa renda e ma nutricdo (Sasidharan and Saudagar, 2021; WHO, 2023).
Também, tem merecido destaque as mudancgas climaticas derivadas das acoes
humanas no planeta, visto que as doencas transmitidas por insetos foram as que

mais se elevaram entre as doengas infecto-parasitarias (Mendes et al., 2016).

Ameacas emergente e outros agravantes, no aumento da importancia das
leishmanioses e da gravidade de casos, incluem-se a tendéncia a urbanizagao das
infecgbes, a imunossupressdao ou imunocomprometido associada ou nédo a co-
infecgcdo com virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a leishmaniose dérmica pos-
calazar (PKDL) a auséncia de vacinas eficazes para humanos, a resisténcia
parasitaria em algumas regides, mudangas climaticas, a permanéncia de
hospedeiros infectados nao tratados, sobretudo caes (Sasidharan and Saudagar,
2021).

1.2 O parasito Leishmania spp
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O parasito Leishmania spp. pertence ao Reino Protista, Filo Euglenozoa,
Classe Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae. Apresenta ciclo de vida dimorfico
e heteroxénico. Durante a alternancia entre o hospedeiro invertebrado e o
hospedeiro vertebrado, o parasito desenvolve-se no intestino do inseto vetor
apresentando o estagio morfolégico denominado promastigota, evoluindo de um
estagio ndo-infectivo (fase logaritmica de crescimento) para outro altamente infectivo
(fase estacionaria, metaciclica); ja no hospedeiro vertebrado, no citoplasma das
células fagociticas de mamiferos, dentro do vacuolo parasitoforo, desenvolve-se e
apresenta o estagio morfologico denominado amastigota (Figura 2A e B) (CDC,
2024).
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Figura 2- Estagios morfolégicos de Leishmania. (A) promastigota; (B) amastigota. Fonte:
OPAS (2024).

Os dois estagios morfolégicos retém a mesma configuracao celular basica
de outros microrganismos unicelulares, entretanto, apresentam o cinetoplasto,
caracteristica da Classe Kinetoplastida. O cinetoplasto € uma regido da mitocéndria,
unica e ocupa parte do corpo celular do parasito, onde se encontra uma grande

massa de DNA extranuclear que corresponde a 30% do DNA do parasito
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denominado de DNA mitocondrial ou DNA do cinetoplasto (kDNA) (Fidalgo e Gille,
2011). Sua localizagéo € anterior ao nucleo e ao flagelo, o qual faz parte do corpo

basal (Figura 3).

Diregdo do movimento

posterior —_— anterior
PROMASTIGOTA -
niicleo corpo basal flagelo

cinetoplasto bolsa flagelar

AMASTIGOTA

Figura 3- Morfologia esquematica de promastigota e amastigota de Leishmania sp.
alinhadas ao eixo anterior com estruturas principais indicadas. Adaptado de Sunter e Gull
(2017).

A forma amastigota é pequena, com 3-5 uym, arredondada e apresenta um
flagelo curto e internalizado na bolsa flagelar (Dostalova e Volf, 2012). Ja a
promastigota metaciclica, forma infectante para os mamiferos, mede de 5a 8 um, é
alongada, com um flagelo longo e livre, o qual confere intenso movimento a este

estagio biolégico (Bates e Rogers, 2004).

Com grande diversidade de espécies, quantidade indefinida e analise
filogenética controversa, as espécies sao morfologicamente indistinguiveis, e o
género Leishmania é constituido por um grupo monofilético composto por trés
subgéneros L.(Leishmania), L.(Viannia) e L.(Sauroleishmania) (Fraga et al., 2010).
Para os taxonomistas, a distingdo entre as espécies em Leishmania spp é
complicada e a filogenia molecular deve ser associada a estudos de genética de

populagdo, uma abordagem sistematica incluindo analises multilocus constitui uma
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forma de estudos taxonémicos de Leishmania (Cupolillo, 2014).

Independente da espécie de Leishmania, o ciclo bioldgico é alternado
entre dois hospedeiros: o hospedeiro invertebrado, inseto vetor e o hospedeiro
vertebrado, o qual inclui mamiferos, dentre eles o ser humano. As fémeas do
hospedeiro invertebrado s&o infectadas, no momento que ingerem sangue de
mamiferos contendo as amastigotas. No ambiente intestinal do inseto as
amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas com alta capacidade de
replicagdo e, por metaciclogénese, essas promastigotas se transformam em
promastigotas metaciclicas, conforme o esquematizado na figura 4, com flagelo
maior que o apresentado anteriormente, as quais migram para a probdscida do
inseto, podendo infectar outros mamiferos a partir de novo repasto sanguineo
(Granato, 2024).

Amastigotas

liberadas no
intesting do inseto

Figura 4 - Ciclo de vida da Leishmania spp. Fonte: propria autora, digitalizado por Guilherme
Rodrigues (2025).

A infeccdo tem inicio a partir da inoculagdo do parasito na pele do

hospedeiro vertebrado pelas fémeas de flebotomineos (inseto vetor ou transmissor),
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sendo esse também o hospedeiro invertebrado (CDC, 2024). Ha uma relagdo de
preferéncia pelo tipo de hospedeiro quanto a obten¢cdo de sangue entre algumas
espécies de flebotomineos, sendo que outras ndo apresentam preferéncia. Também
€ observada uma relagao de preferéncia pelo tipo Leishmania spp em relacdo a

especie de flebotomineos (Hall, 2020; Mcconville, 2007).

Os flebotomineos s&o os vetores naturais da Leishmania spp,
pertencendo a Ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae,
género Lutzomyia (Novo Mundo) e Phlebotomus (Velho Mundo), conhecidos no
Brasil como “mosquito-palha”, “cangalha”, “birigui” ou “mosquito pdlvora”. Sao
pequenos (menores que 3 mm), de cor castanho-claro, corpo coberto com pélos
longos e finos e asas lanceoladas (Figura 5). Com voo curto, silencioso e em
pequenos pulos, com atividade crepuscular e noturna (Bates e Rogers, 2004; OPAS,
2024). Tanto fémea quanto macho se alimentam de fontes naturais de acucares,
vegetais como néctar, melado ou frutas, porém as fémeas adultas, se alimentam
também de sangue. O acgucar é fonte energética para o parasito e afeta seu
desenvolvimento dentro do trato digestivo do inseto. As espécies tropicais do inseto
completam seu ciclo de vida durante todo o ano, e o processo de reprodugao pode
ocorrer pela deposicdo de ovos em ambientes umidos ricos em matéria organica,
nao necessitando de agua. O controle de vetores € considerado uma das estratégias

fundamentais para reducéo das leishmanioses (OPAS, 2024).

|

Figura 5- Flebotomineos vetores das leishmanioses. (A) Phlebotomus papatasi (ECDC,
2020). (B) Lutzomyia longipalpis (OPAS, 2024).

A saude ambiental esta diretamente relacionada com a disseminagao do
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vetor, mudancas climaticas como inundacdes e aumento de temperaturas otimizam
0 processo de reprodugao do inseto. Além disso, a introdugéo de animais infectados
e nao tratados combinam fatores como alta densidade de vetores e de picadas,

condicdes estas encontradas em areas endémicas (ECDC, 2024) .

1.4 Patogénese

Apods a inoculacdo do parasito, transpassando a barreira epidérmica, as
promastigotas metaciclicas e as substancias pré-inflamatérias contidas na saliva do
vetor, desencadeiam no local, uma resposta inflamatéria aguda, com envolvimento
de fatores séricos e células da resposta imune inata (Berman et al, 1981;

Podinovskaia e Descoteaux, 2015).

A interacdo inicial entre parasito e sistema imune do hospedeiro
vertebrado € um momento crucial, as promastigotas extracelulares poderdo ser
destruidas no local pela resposta imune inata resultando na resolucédo da infeccgao,
ou progredirem se ligando a quaisquer células que expressem receptores para o
reconhecimento de glicoproteinas (gp) e glicolipidios na membrana plasmatica do
parasito, primeiramente os granulécitos neutréfilos polimorfonucleares (PMNs)
residentes ou os quimio atraidos, sendo a fagocitose portanto, o principal
mecanismo de endocitose via pseuddpodes, apesar de ja terem sido descritos vias

nao fagociticas (Podinovskaia e Descoteaux, 2015; Sunter, 2017).

Os macrofagos, fagocitos profissionais, sdao as principais células
hospedeiras para a Leishmania e uma gama de receptores podem levar ao
englobamento de promastigotas, por interacbes diretas ou indiretas (Berman et
al.,1981) tais como receptor endocitico de manose, receptor de lectina do tipo C,
membros da familia do receptor Toll-like ou ainda vias opsonizagdo, com
envolvimento de C3 e C3bi — CR1 e CR3, fibronectina e proteina C reativa também

participam do processo de fagocitose de promastigotas (Roy et al, 2014;
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Podinovskaia e Descoteaux, 2015).

A interagdo do flagelo do parasito com o macréfago libera fatores de
sobrevivéncia intracelular e modulam a biogénese do fagossomo, inibindo fatores
pré-inflamatérios, como descrito por Podinovskaia e Descoteaux, 2015, além da
conversdo de promastigotas em amastigotas, adaptativamente, as leishmanias,
previnem-se da fusdo dos lisossomas ao vacuolo fagocitico, retardam a maturagéo
do fagossomo, ganhando tempo para a conversdao em amastigotas, sendo estas,
mais resistentes as hidrolases acidas. Adicionalmente, desenvolveram mecanismos
enzimaticos de evasdo, se protegendo dos danos causados pelo intenso
metabolismo oxidativo, de produgédo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ROS e RNS) a triparedoxina, a tripanotiona redutase e a triparedoxina peroxidase
desempenham um papel na defesa contra agentes quimicos e estresse oxidativo,
reduzindo o peroxido de hidrogénio (H202) e os hidroperoxidos a agua e alcool.
Mantendo baixos os niveis de H202 e diminuindo o estresse oxidativo (kumar et. al,
2019; De Muylder, 2011).

Neste sentido, as superdxidos dismutase e suas isoformas (SOD)
produzidas pelo parasito, também conferem defesa aos antioxidantes, convertendo
os superoxidos Oz - em oxigénio e H20», esses mecanismos enzimaticos também
estdo relatados como mecanismos moleculares de resisténcia aos farmacos
(Moncada-Dias, 2024).

Ja a imunomodulagdo induzida pelo parasito, pode ocorrer pela
perturbagcdo da via mTOR, uma via central de regulacdo de diversos processos
metabdlicos, essa alteracdo induz um estado anti-inflamatério nos macréfagos por
diminuir a producao de interleucina 12 (IL-12), ROS e 6xido nitrico (NO) e aumentar
a producgéao de IL-10 e TGF-beta (Kumar et. al, 2019).

Outros artificios para a subversdo de respostas do hospedeiro e
estabelecimento de um ambiente favoravel a leishmania, incluem: (i) as alteragdes

na conformagao de MHCI dificultando o reconhecimento de células T, (ii) adiamento



36

do processo de indugao de apoptose do macrofago, (i) modulagdo do processo de
migragdo do macrofago, (iv) e o sequestro de nutrientes em suprimento de suas
necessidades (Mesquita, 2020). Além disso, em estudo revisional recente, foi
destacado o papel das vesiculas extracelulares no processo de escape do

protozoario as respostas do hospedeiro humano (Pinheiro et. al, 2024).

As vesiculas extracelulares desempenham um papel crucial na evasao da
Leishmania do sistema imunoldgico do hospedeiro, carregando cargas como GP63
(a leishmanolisina, uma protease presente na superficie do parasito, capaz de
hidrolisar proteinas préprias e do hospedeiro, um importante fator de viruléncia) e
fator de alongamento1a e proteinas de controle do ciclo celular como a HSP,
representando também, importante fator de viruléncia, que varia entre espécies e
com as cepas de Leishmania (Ibarra-Meneses et al., 2023; Tano et al., 2022). Essas
proteinas podem atingir o citosol da célula hospedeira e inibir a sinalizagdo do IFN-y,
ao mesmo tempo que prejudicam a expressao de fatores microbicidas como NO e
TNF-a (Silverman e Reiner, 2011).

Na espécie L. braziliensis, macrofagos estimulados com vesiculas
extracelulares apresentaram producdo aumentada de IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a
apos a infecgdo, sugerindo um papel das vesiculas extracelulares na exacerbagéao
das respostas inflamatdrias. Por outro lado, a inibicdo da secrecdo das vesiculas
extracelulares reduziu a produgao de citocinas e as taxas de infecgao, indicando o
envolvimento das vesiculas extracelulares na patogénese da leishmaniose (Peixoto
et al., 2023).

A contribuicdo das vesiculas extracelulares na patogénese da
leishmaniose por L. braziliensis € mostrada na figura 6 , bem como sua contribuicdo
no processo de exacerbagao em coinfeccdes com L. amazonensis.
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Figura 6 - Visao geral da contribuicido das vesiculas extracelulares (EVs) na patogénese da
leishmaniose. Na infec¢ao por L. braziliensis, as vesiculas derivadas do parasito aumentam
a resposta pro-inflamatéria ao estimular os macréfagos. Estes aumentam a producéo de IL-
1B, IL-6 e TNF-a apds a infeccdo. Em quadro de co-infeccdo, macrofagos infectados por L.
amazonensis geram vesiculas que podem intensificar a resposta imune, agravando a
doencga (adaptado de Pinheiro, 2024).

O macréfago atua entdo na patogénese, mas também serve de nicho para
a reproducao do parasito. Nesta célula, as amastigotas se proliferam por divisdes
binarias simples até serem liberadas para o meio extracelular, por mecanismos
ainda nao totalmente esclarecidos, em vesiculas apoptéticas, essas amastigotas sao
novamente fagocitadas e repetidamente esse processo de propagagao estabelece a
infeccado e a patogénese (Gurel; Tekin; Uzun, 2020). Assim, a ferramenta de entrada
de amastigotas em novas células também envolve a fagocitose (Wanderley et al.,
2006).

Outras células, além de macréfagos, também sao capazes de abrigar o
parasito, tais como neutrofilos (Peters et al., 2008), células dendriticas (Kautz-Neu et
al., 2012), adipécitos (Mendes et al., 2022.), miocitos e melandcitos (Lainson e

Strangways-Dixon, 1963).
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Em relacdo ao perfil de resposta imune construido na leishmaniose, nota-
se que a imunidade adaptativa é basicamente mediada por linfécitos TCD4, em sua
polarizagdo nos subtipos Th1 ou Th2. A resposta imune relacionada a um bom
prognostico para as leishmanioses é o perfil Th1, caracterizada pela produgéo de IL-
2 pelas APCs que induzem as células T a produzirem INF-y, TNF-a e linfotoxina, que
por sua vez induzem a ativagéo policlonal de linfocito B juntamente com o potencial
microbicida de produgdo de ROS e NO, e consequente destruicdo do patdégeno

intracelulares (Baltazar, 2022).

A presenca de um perfil Th1 inicial ndo é garantia de resolugdo da
infecgéo, esse padrédo pode ser regulado por citocinas anti-inflamatdria 1L-10, como
descrita anteriormente, desencadeando a desativacao a resposta antileishmanial e o
estabelecimento da infecgdo, a medida que se aumenta a carga parasitaria e
consequentemente aumenta o estimulo antigénico. Iniciando uma redugao de IL-2,
aumento de IL-10 e TGF-} estabelecendo assim, um padrdo de imunossupressao,
que progride para perda de INF-Y em estagios mais graves. Esse perfil imunolégico
na patogénese das leishmanioses indica um estado descrito como exaustdo de
linfécitos T, auséncia de resposta dessas células com produgao diminuida de INF-Y
e de granzima B, tanto para TCD4 quanto para TCD8 desconfigurando a imunidade
adquirida, sendo esse um prognodstico ruim de suscetibilidade do hospedeiro e

sobrevivéncia do parasita ( Costa-da-Silva, 2022; Mesquita, 2018).

1.5 Mecanismos de morte em Leishmania spp

Como descrito anteriormente, uma batalha é travada entre parasito e
hospedeiro mamifero, e nesta, o parasito luta com diferentes recursos para sua
sobrevivéncia frente as também diferentes estratégias de combate do hospedeiro.
Mas, sendo a morte um evento certo para qualquer ser vivo e, nesse caso, desejado
pelos hospedeiros mamiferos em relagédo ao parasito, € relevante discorrer sobre as

formas de morte celular que acometem o parasito em estudo, a Leishmania spp.,
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afinal, a busca por ativos contra o parasito € uma busca pela morte do mesmo
(Antinarelli et al, 2015; Chagas et al, 2022).

Uma célula pode morrer de varias formas. O vasto conhecimento dos
mecanismos de morte celular atuais, abrem novas perspectivas para a ciéncia.
Categorizados em apenas dois tipos basicos e distintos por muito tempo, necrose ou
apoptose, estudos atuais evidenciam outros tipos de morte celular. Atualmente estao
descritas como formas de morte celular programadas a apoptose, a necroapoptose,
e a piroptose; sendo que a necrose ficou entdo caracterizada como morte
descontrolada da célula, havendo ainda evidéncias de sobreposicao das vias de
morte por apoptose, necrose e autofagia (D'arcy, 2019). A elucidagdo de vias
complexas, estimulos indutores, mecanismos morfologicos e moleculares mostram-
se importantes, enfatizando que existem mecanismos especificos para cada uma
dessas vias, assim como existem também compartilhamentos de componentes e

caracteristicas comuns (Hassan et al., 2014).

A necrose é um padrdo de morte celular relacionada principalmente a
situagbes patologicas e a fatores externos, fisico, quimico ou biolégico que
produzem injuria irreversivel para a célula, gerando necrose e indugao de processo
inflamatério local. H4 um inchago das organelas e aumento do volume celular,
vacuolizacdo citoplasmatica e extravasamento de enzimas lisossomais, com a
integridade da membrana plasmatica comprometida, mas inicialmente nao ha
fragmentagdao de DNA internucleossomal nesta via (Hassan et al., 2014). O controle
genético do processo de necrose foi evidenciado em varios estudos, o que muda a
ideia de uma morte acidental ou descontrolada (Berghe et al., 2014; Vandenabeele
et al., 2010).

Em protozoarios, assim como em metazoarios, a morte por necrose
também ja foi descrita, incluindo o comprometimento das fungbes das mitocéndrias,
alteracdes dos niveis de calcio, seguido por excessiva producdo de ROS e
diminuicao da produgao de ATP (Luder et al., 2010; Menna-Barreto et al.; 2009).
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A apoptose, por sua vez, esta envolvida em inumeros processos
fisiologicos e patolégicos, e a falha das vias apoptoticas vem sendo cada vez mais
associada a patologias, como neoplasias, doengas neurodegenerativas e doengas
imunoldgicas Sendo caracterizada por uma sequéncia de eventos enzimaticos em
cascatas que terminam em fragmentos celulares envoltos por membranas, a
apoptose nesse sentido € contraria a necrose, uma vez que nao ativa as vias
inflamatadrias, e o corpo apoptotico é entédo eliminados pelos fagocitos (D'arcy, 2019;
Hassan, 2014; Obeng, 2021).

Em protozoarios, a apoptose apresenta um papel fundamental na
sobrevivéncia e manutencdo do ciclo de vida e esta implicada na regulagdo de
processos celulares distintos, como o desenvolvimento parasitario no hospedeiro
mamifero e inseto vetor, diferenciagcao celular, resposta ao estresse e modulagao da
resposta imune do hospedeiro. Exercendo um papel fundamental no ciclo de vida do
parasito, a apoptose em protozoarios ocorre em promastigotas incapazes de
migrarem para a faringe da fémea de flebotomineo, as quais entram em morte
celular programada dentro do inseto vetor. Também, as formas amastigotas
intracelulares controlam o numero de parasitos por apoptose, diminuindo os

estimulos de resposta imunoldgica do hospedeiro (D'arcy, 2019; Shaha, 2006).

A leishmaniamimetiza fenotipicamente o processo de apoptose, pela
exposicao da fosfatidilserina (PS), nas duas formas celulares, tanto para
promastigotas, quanto em amastigotano momento da invasdo de células do
hospedeiro.A exposicdo da PS ocorre em fase inicial da apoptose, por uma alteragéo
de membrana plasmatica dependente de caspase, causada pela clivagem de
translocases fosfolipidicas. Estando na superficie, resultam em estimulos para a
ativacdo de macroéfagos, os receptores de PS dos fagécitos desencadeiam, por sua
vez, através de enzimas acopladas ou de produgao de citocinas, a regulagdo de um
perfil imunolégico anti-inflamatério ou imunossupressor (Wanderley, 2013;
Wanderley; 2020).
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Diversas alteragbes morfologicas e bioquimicas classicamente
encontradas em células apoptéticas de metazoarios nao foram ainda descritas e, por
isso, tem sido referida por alguns autores como apoptose-/ike. Trés vias diferentes
sdo descritas para induzir a apoptose: i) a via extrinseca da apoptose, por sinal via
receptor; ii) a via perforina granzima e iii) a via intrinseca ou mitocondrial (D'arcy,
2019). A partir da ultima, os sinais gerados por varios agentes de morte celular

convergem por acionarem os reguladores de morte mitocondrial.

A apoptose em tripanosomatideos ocorre igualmente pela ativagdo de
proteases semelhantes as caspases e nucleases. Evidéncias genéticas dessa
similaridade permitem considera-las como metacaspases, produzindo regulagéo
negativa da diferenciagdo e do ciclo celular, bolhas na membrana plasmatica,
reducédo citoplasmatica, condensagdo da cromatina, degradagdo nucleossémica,
resultando entdo em corpos apoptéticos (Gannavaram; Debrabant, 2012; Lider et
al., 2010).

E vital o bom funcionamento mitocondrial em parasitos cinetoplastideos e,
um componente fundamental desse bom funcionamento € a cadeia respiratéria ou
transportadora de elétrons. O ensaio de bloqueio experimental de alguns complexos
da cadeia respiratéria em promastigotas estdo associados a apoptose do parasito.
Sinais gerados por indutores de apoptose convergem em algum ponto para as
mitocondrias, perturbam o potencial de membrana, e uma hiperpolarizagdo de
membrana mitocondrial precede o aumento da producao de superdxidos (Mukherjee,
2002; Mehta, 2004).

A dinamica montagem, desmontagem e reaproveitamento de moléculas
celulares s6 agora é vista, também, como forma de homeostase celular, considerada
anteriormente como mecanismo de morte por auto destruicdo de seus componentes,
a chamada autofagia ocorre pela auto destruicdo seletiva, e o entendimento de
formas para acelerar ou retardar esses processos coloca esse tipo de morte celular
como uma estratégia de manipulagdo para ciéncia, prolongando ou ndo a vida da

célula. O que levou a geragao de um novo conceito biolégico, o de mecanismo de
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sobrevivéncia celular, e sé quando n&o ha mais conserto a célula evolui para a morte
(Fioravante, 2010 ).

Mecanismos caracteristicos de autofagia em metazoarios também estao
presentes em protozoarios, incluindo formacdo de corpusculos membranares
citoplasmaticos, organelas vesiculares acidas, presenca de autofagossomas,
acompanhados pela preservacdo de membrana plasmatica, auséncia da
fragmentagdo do DNA e independéncia da ativagado das caspases-like (Brennad, et
al. 2012).

Nesse sentido, o processo de morte celular do parasito participa,
inevitavelmente, do desencadeamento das manifestagdes clinicas nos hospedeiros
mamiferos susceptiveis, uma vez que, em seu ciclo de vida, a leishmania se utiliza
de recursos deste evento para regulacdo da proépria populagdo no interior do
macrofago, mas também para facilitar o processo de fagocitose por novas células
fagocitica, que culminardo no processo de morte celular do hospedeiro, com
sequencial resposta inflamatdria e surgimento de sinais e sintomas (Brennad, et al.
2012; Fioravante, 2010).

1.6 Manifestagoes clinicas das Leishmanioses

As leishmanioses podem ocorrer de forma inaparente, ou seja, sem
manifestagcbes clinicas mas, ocasionalmente com presengca de anticorpos
especificos, ou ainda de forma sintomaticas, baseada nos fatores relacionados as
diferentes espécies do parasito, mesmo ndao sendo de maneira absoluta, o que nos
leva a crer que, os fatores relacionados ao a resposta imune do hospedeiro
contribuem de maneira mais decisiva para a evolugdo da doenga (Colmenares et al.,
2002; Vasconcelos, 2018).

Independente do fato de o protozoario se utilizar de células do sistema
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fagocitico mononuclear para realizar sua multiplicagdo celular e destruir essas
células, as respostas imunolégicas levam as diferentes categorias fenotipicas em
ambas leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral americana
(LVA) (Colmenares et al., 2002; Scott e Novais, 2016).

Na LTA, o desencadeamento dos diferentes tipos estara relacionada ao
padrao de resposta imune do hospedeiro e a espécie infectante (Scott e Novais,
2016). Classicamente, a LTA pode ser dividida em: i) Leishmaniose Cutanea (LC)
com lesdes nao ulceradas unicas ou multiplas na pele (Figura 7A); ii) Leishmaniose
Cutanea Mucosa (LCM) com comprometimento das mucosas nasal, oral, faringe e
laringe (Figura 7B) e iii) Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) caracterizada por
nodulos intradérmicos, normalmente n&o ulcerados e localizados por toda a pele
(Figura 7C). Na leishmaniose visceral (LV) (Figura 7D e E), ocorre comprometimento
principalmente de bago, figado e medula 6ssea, sendo considerada a forma mais
grave de leishmaniose, podendo ser fatal se ndo tratada, uma vez que produz

significativo imunocomprometimento (WHO, 2019).
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Figura 7- Manifestagdes clinicas mais comuns da LTA: LC (A), LCM (B), LCD (C)e LV (D e
E). Fonte: OPAS (2024).

Geralmente a lesdo primaria € Unica, papulosa, n&o supurativa,
arredondada e bem delimitada, aparece no local da picada do inseto, em algumas
semanas, progridem para lesdes pruriginosa, supurativas, ainda arredondada, com

bordas vermelhas repleta de parasitos.

Durante a fase aguda do processo infeccioso, ocorre uma significativa
elevacdo da carga parasitaria a partir dos repetidos ciclos multiplicativos realizados
pelas amastigotas nas células do sistema fagocitico mononuclear. Este periodo dura
meses, podendo ocorrer resolugédo do quadro clinico por tempo indeterminado, com

remissao das lesdes cutaneas, entretanto, ap6s um ano, aproximadamente, nova
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manifestacao clinica da leishmaniose pode se estabelecer, reinfecgdes cutaneas ou
ulceragdes desfigurantes acometendo pele e mucosas da face, evoluindo portanto
para a forma LCM, por disseminagdo hematogénica e linfatica e resposta imune
exacerbada, todas as espécies capazes de desencadear LTA podem ocasionar LCM
tal, como L. mexicana L. amazonensis, L. venezuelensis e L. (Viannia) subgénero

incluindo LV braziliensis, panamensis, guianensis (Brasil, 2017).

Outra forma clinica, rara, de maior gravidade e que ocorre apos a fase
aguda, principalmente associada a infec¢do por L. amazonensis, produz quadros de
LCD devido a uma anergia do hospedeiro, na qual a deficiéncia de resposta imune
celular aos antigenos leishmaniais permite a intensa proliferacdo do parasito e sua
disseminagao (Barral e Barral-Netto, 2009). A coinfecgao Leishmania-HIV aumenta a
probabilidade de o paciente desenvolver LCD, com altas taxas de mortalidade
(Lindoso, 2016; WHO, 2023).

Em relagdo as espécies capazes de produzir um quadro de LV, no geral
sdo encontradas L. infantum (ou L. chagasi, nas Américas, regido do Mediterraneo,
partes oeste e central da Africa) e L. donovani (india e leste da Africa) (WHO, 2010).
Todo o curso da doenga se mostra grave, visto que, essas espécies, apresentam
tropismo visceral e potencial para produzir, rapidamente, significativa deplegéo da
imunidade (Costa et al., 2023; Gautam et al., 2014). A L. amazonensis apresenta-se
em um amplo espectro de casos clinicos na América do Sul, estando relacionada a
todas as formas clinicas de leishmaniose em humanos (Aleixo et. al., 2006; Barral et.
al., 1991) assim como notada em caninos com casos clinicos de LV (Governador
Valadares — MG, Bauru — SP, Cambé — PR, Aracatuba) (Sanches et. al., 2016,
Valdivia et al.,, 2017). Neste contexto, & relevante citar que a espécie L.
amazonensis, apesar de relacionada a LTA, pode também estar relacionada a
etiologia de LV, como sugerido por alguns autores (Barral, 1991; Herwaldt, 1999).
Mesmo com a necessidade de maiores pesquisas, principalmente pela dificuldade
da classificagdo taxonémica, essas informacgdes evidenciam a importancia desta
especie e sugerem que o agente etioldégico da LV no Brasil ndo esta limitado apenas

a L. (L.) infantum chagasi mas também a inclusdo de L. (L.) amazonensis (Badaré,
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1988, Sanches et. al. 2016). O quadro 1 resume as principais espécies de

Leishmania encontradas em humanos.

QUADRUO 1 - Principais espécies de Leishmania encontradas em humanos.

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Velho L. donovani L. major
Mundo L. infantum L. tropica
L. aethiopica
L. infantum
Novo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
Mundo L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. venezuelensis L. panamensis
L. amazonensis L. shawi
L. naiffi
L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana

Fonte: Adaptado de WHO (2010).

Os caes domésticos representam reservatorios cruciais em areas onde
ocorre transmissao de L. infantum (Mir6 et al., 2008), nas quais a alta prevaléncia da
infecgado canina esta associada ao alto risco da doenga humana (Baneth et al, 2008;
Werneck, et al., 2007). A estratégia recomendada pelo Ministério da Saude é a
eutanasia de céaes infectados, visto que o tratamento néo é curativo (Brasil, 2014),
embora tenha sido considerada questionavel (Costa, 2011.), a estratégia menos
aceitavel em nivel comunitario (Dantas-Torres et al., 2019). e a mais rejeitada (De
Almeida et al., 2023).

A leishmaniose cuténea pos-calazar (LCPC) representa um desafio para o
controle das leishmanioses (Gedda et al., 2020). Ocorre em areas onde a LV por L.
donovani é endémica, isto &, india e leste da Africa (WHO, 2010), seis meses apds o

quadro de LV, embora cerca de 15% ocorra sem LV prévia (Gedda et al., 2020). Na
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india, a LCPC se manifesta como lesdes papulonodulares (polimérficas) e na Africa,
como lesdes hipomelandticas (Chatterjee et al., 2020). Embora nédo represente uma
ameaca a vida, tem grande impacto socioeconédmico (Mukhopadhyay, et al., 2014) e

afeta negativamente a qualidade de vida dos pacientes (Pal et al., 2017).

Neste sentido, € relevante considerar que o tratamento se inicie o quanto
antes, e para isso € imperativo que o diagndstico seja também definido o quanto

antes.

1.7 Diagnéstico das Leishmanioses

Em termos diagnosticos, clinicamente €& preciso diferenciar as
leishmanioses de outras doencgas, tais como, hanseniase, tuberculose cutanea,
leucemia, esquistossomose, entre outras. Desta forma, apesar da existéncia de
métodos diagndsticos baseados no encontro de anticorpos anti-Leishmania, o
encontro do parasito constitui padrao ouro entre os métodos diagnésticos, visto que
em fase inicial das leishmanioses, ou em estado de anergia da LCD, ou ainda,
devido a imunodepresséao presente na LV, a sintese de anticorpos pode ser baixa ou

ausente, resultando em falsos negativos (Brasil, 2014; Brasil, 2017).

O teste imunocromatografico rk39, foi incorporado ao SUS em 2009,
como alternativa aos testes sorolégicos de imunofluorescéncia, na tentativa de se
agilizar o diagnéstico de LV, pela facilidade de execugdo, por ndo demandar de
aparatos laboratoriais sofisticados, mas um fracasso na estratégia de distribuicao
dos testes, foi revelada pela demora de diagndstico, demora de inicio de tratamento

e aumento do numero de mortes por LV. Entre a década de 2007-2017 (Cota, 2021).

Dados epidemioldgicos da OPAS, indicaram que 86,2% dos casos de LC
e LM diagnosticados nas Américas, entre 2017-2022 foram feitos por exames

laboratoriais. Sendo que somente 70% dos paises endémicos participantes do
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programa, incluindo o Brasil, atingiram a meta, de pelo menos 80% dos casos terem
diagnostico laboratorial. Ja para a meta de diagndstico laboratorial de 95% dos
casos de LV, apesar de se manter a média ao longo dos anos, de 87,8% dos casos,
o Brasil e a Argentina n&o atingiram os 95% (OPAS, 2024). Esses dados indicam a

necessidade de se rever e modificar o acesso ao diagnédstico laboratorial.

As técnicas empregadas no diagnostico parasitoléogico que buscam a
presenga das amastigotas, se baseiam na obtencdo de amostras por pungédo de
linfonodos, ou a partir de bidpsias dos bordos das lesdes tipicas da LC, ou ainda a
partir dos nédulos nao ulcerados, quando diante de uma LCD. Essas amostras
seguem para coloragéo especifica com Giemsa. Assim, diante do encontro do
parasito, sera possivel definir que a moléstia em questdo € um tipo de leishmaniose,
porém, nao sera possivel definir a espécie infectante, exceto em casos de uso de

ensaios moleculares, tais como a PCR (OPAS, 2024).

Os métodos que investigam a presenga de antigenos, ou materiais
genéticos representam importante ferramentas no processo diagndstico e a
sorologia, ainda que nao seja soberana neste processo, contribui significativamente
para o diagnéstico, apontando o tempo de infecgdo aproximado (Akhoundi, 2017;
WHO, et al., 2019).

Dados do SINAN indicam uma progressiva substituicdo de exames
parasitologicos por exames sorologicos, como testes rapidos, uma vez que outros
testes invasivos sdo abordagem demoradas que adiam o inicio do tratamento e

aumentam a letalidade.

Como dito anteriormente, a classificacdo taxonémica €& de bastante
relevancia, visto que a espécie de Leishmania sp. envolvida, associada ao perfil de
resposta imune do hospedeiro, determina a forma clinica e a evolugao da infecgao,
uma vez que sua viruléncia, resisténcia aos tratamentos existentes, preferéncias por
insetos vetores e localizagdo geografica contribuem de forma direta (Colmenares,

2002). Essa diferenciacao entre as espécies pode ser feita por métodos moleculares,
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analises iso-enzimaticas ou por anticorpos monoclonais, analises genémicas o que
causa discussdes e novas propostas taxonémicas (Akhoundi, 2017). Sendo
particularmente importante nas Américas, onde as manifestagbes clinicas e as

respostas terapéuticas variam consideravelmente (WHO, 2010).

1.8 Tratamentos das Leishmanioses

Na auséncia de uma vacina eficaz e comercialmente disponivel para
humanos (Kaye et al., 2023), a terapéutica medicamentosa é o artificio disponivel, o
qual deve levar em conta a associagdo das evidéncias clinicas aos resultados dos
exames, bem como dados epidemiolégicos, para se sugerir o tipo de leishmaniose

presente (Brasil, 2017).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2010), o
tratamento deve ser iniciado apenas apds confirmagdo diagnéstica, e
consecutivamente a estratificagcdo da gravidade clinica e fatores individuais sao
critérios para a selegao do tratamento, idade, sexo, doengas pré-existentes, gravidez

sao fatores que determinam a escolha.

Dois antimoniais pentavalentes estdo disponiveis: antimoniato de
meglumina e estibogluconato de sdédio, administrados por via intravenosa ou
intralesional no caso de leishmaniose cutdnea. Os mecanismos de acido desses
medicamentos envolve varios processos: -Infiltram nas células onde as amastigotas
se replicam, inibem enzimas essenciais para o metabolismo dos parasitas, como a
glicolise e a producao de ATP. podem gerar estresse oxidativo, levando a produgao

de espécies reativas de oxigénio (ROS), (Cordeiro, 2020; Haldar, 2011).

Além de agirem diretamente sobre os parasitas, os antimoniais também
podem influenciar a resposta imunolégica do hospedeiro, ajudando a aumentar a

capacidade do sistema imune em combater a infecgdo, porém os efeitos adversos
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sd0 0s mais graves quando comparamos com outros tratamentos disponiveis, estes
incluem anorexia, vomito, nausea, dor abdominal, mal-estar, mialgia, artralgia, dor de
cabeca, gosto metalico e letargia. O percentual de individuos com LV tratados com
antimoniato de meglutimina passou de 74% em 2007 para 47% em 2017 (Cota,
2021; Roberts, 1998;).

A anfotericina B (AmpB), no Brasil, € medicamento de primeira escolha
em LC localizada, comumente causa febre alta, rigidez, calafrios, tromboflebite, além
de nefrotoxicidade. Com efeitos adversos reduzidos nas formulagdes lipidicas como
AmpB lipossomal e custos reduzidos, apés a OMS estabelecer acordo com
fabricante, foi incorporada ao tratamento de LV pelo SUS em 2007, diminuindo
gradativamente o percentual de individuos tratados com antimonias e aumentando o
numero de individuos tratados com anfotericina B lipossomal, de 10% em 2007 para
30% em 2017, mas nao foi possivel verificar o impacto esperado na disponibilidade
progressiva de anfotericina B lipossomal e a redugédo de letalidade em LV (Brasil,
2017; Cota, 2021; Frézard, 2022). Infelizmente, recentemente Ferreira e
colaboradores, 2024 isolaram de paciente com LCD e HIV, no Brasil, uma cepa de L.
amazonensis que apresentou resisténcia a anfotericina B confirmada in vitro e in

Vivo.

Administrada por via preferencialmente intravenosa, a pentamidina tem
seu uso limitado por efeitos adversos graves como diabetes mellitus, hipoglicemia
grave, choque, miocardite e toxicidade renal. A paromicina, um antibiotico
aminoglicosidico intramuscular com formulagao topica disponivel para leishmaniose
cutanea, tem como efeito adverso comum dor moderada no local da infusdo (Houpt,
2009) .

Entdo os antimoniais pentavalentes sdao medicamentos de primeira
escolha para o tratamento da leishmaniose visceral, com AmpB e pentamidina como
medicamentos de segunda escolha. As formulagdes lipidicas de AmpB, miltefosina e
paromicina tém sua terapéutica e eficacia variaveis nas areas endémicas A

monoterapia deve ser limitada apenas as formulagdes lipossomais de AmpB. A
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associacdo medicamentosa € recomendada para evitar resisténcia e reduzir os
efeitos adversos em virtude da menor dose necessaria, 0 que aumenta a vida util do
medicamento e favorece a adesdo ao tratamento, respectivamente (Ferreira et al,
2024; WHO, 2010).

A OMS determina que o tratamento deve seguir diretrizes regionais
(WHO, 2010). Nas Américas, a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS)
recomenda uso intralesional de antimoniais pentavalentes ou miltefosina para o
tratamento de LC como primeira escolha. A forma mucosa ou mucocutanea deve ser
tratada preferencialmente com antimoniais pentavalentes por via intravenosa com
eventual uso de pentoxifilina oral. A LV deve ser tratada com AmpB lipossomal
endovenosa (OPAS, 2024).

No Brasil, o antimoniato de meglumina € utilizado como primeira escolha
no tratamento da leishmaniose tegumentar, podendo ser administrado por via
endovenosa ou intralesional. A pentamidina, administrada por via intramuscular ou
endovenosa, é recomendada como primeira escolha no tratamento da LCD e nas
infecgbes causadas por L. guyanensis. Como segunda escolha, tem-se a AmpB
administrada por via endovenosa na forma de desoxicolato de anfotericina ou AmpB
lipossomal. No caso de pacientes com idade a partir de 50 anos, insuficiéncia renal,
cardiaca e hepatica, transplantados renais, a AmpB lipossomal € o medicamento de

primeira escolha (Brasil, 2017; Goodwin,1995).

Dados de 2007 a 2017 para analise de desigualdades da letalidade por
UFs, apontam que a substituicdo gradativa de antimoniais pentavalentes para
tratamento com anfotericina B lipossomal aumentou em 4% ao ano o numero de
obitos por LV (COTA, 2021). Taxas essas, que em 2022 tiveram aumento de 27%
comparado a 2017 (OPAS, 2023).

A LCD deve ser tratada em centros de referéncia em virtude de sua
gravidade e dificil resposta terapéutica, sendo a pentamidina empregada como

medicamento de primeira escolha para as LCD (Brasil, 2017).
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A associagao de antimoniato de meglumina e pentoxifilina, antimoniato de
meglumina isoladamente ou AmpB lipossomal sdo as recomendagdes de primeira
escolha para o tratamento de LC, seguidas de AmpB na forma de desoxicolato ou
pentamidina.A pentoxifilina é empregada em associagdo com o antimoniato de
meglumina, para a LC atuando como adjuvante com fungdo imunomoduladora
(Brasil, 2017; Trinconi, 2014).

Para o tratamento da LV no Brasil, a primeira escolha é o antimoniato de
meglumina. Vale ressaltar o seu efeito cardiovascular (disturbios de repolarizagao,
com inversao e achatamento da onda T e aumento do intervalo QTC) como principal

efeito adverso (Brasil, 2014).

A AmpB deve ser utilizada em casos de resposta insatisfatéria ao
antimoniato de meglumina e em pacientes de grupos prioritarios nos quais o
tratamento com antimoniato de meglumina ndo é recomendado, tais como criangas,
gestantes, pacientes com mais de 50 anos, pacientes imunossuprimidos,
transplantados, pacientes com insuficiéncia renal, hepatica ou cardiaca. Apesar de
ser o medicamento leishmanicida mais potente disponivel comercialmente, seus
efeitos adversos sdo inumeros e frequentes, com destaque para complicagdes
renais (declinio da filtracdo glomerular e hipopotassemia) e flebite em decorréncia de
sua toxicidade para as células endoteliais (Brasil, 2014; MISHRA, 2007: Tempone,
2011).

O tratamento da LCPC depende da gravidade do caso e emprega AmpB
na forma de deoxicolato e miltefosina (india) e antimoniato pentavalente ou AmpB
lipossomal em casos sem cura espontanea ou com lesdes desfigurantes (Africa)
(WHO, 2010).

De acordo com a OMS, na coinfecgao Leishmania-HIV, desoxicolato de
AmpB ou formulagdes lipidicas devem ser considerados como medicamentos de

primeira escolha, enquanto os antimoniais pentavalentes deve ser usados apenas
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em areas sem resisténcia significativa e quando formulagdes lipidicas da AmpB nao
estdo disponiveis ou s&o inacessiveis (WHO, 2010). Nas Américas, a determinagao
da OPAS é que o tratamento da LV em pacientes imunocomprometidos seja feito
com AmpB lipossomal (OPAS, 2022). No Brasil, a terapéutica das leishmanioses em
pacientes portadores de HIV nao difere do preconizado para os pacientes
imunocompetentes, sendo empregados os antimoniais pentavalentes como primeira

escolha e AmpB como segunda (Brasil, 2014).

Além dos acima citados, tem-se a miltefosina, um medicamento oral,
utilizado inicialmente como antitumoral, em seguida disponibilizado para os
tratamentos em leishmanioses LMC e LV em todo o mundo. Aprovado tardiamente
no Brasil em 2014, e incluida somente para o tratamento da leishmaniose
tegumentar em humanos, quando ja se relatava resisténcia parasitaria em paises
como india, Nepal e Bangladesh,ap6s uma década de uso (Machado et al., 2020;
Sindermann, 2006). Apesar da existéncia de possibilidades terapéuticas, devido a
sua eficacia ainda consideravel, problemas relevantes estdo relacionados a
miltefosina, como uma significativa toxicidade, levando a efeitos secundarios graves;
tais como efeitos colaterais gastrointestinais, hepaticos e renais, a teratogenicidade

limita sua aplicagao clinica a mulheres na idade fértil (Berman, 2015; Roatt, 2020).

Seguindo uma tendéncia de tratamento para outros tipos de infeccbes, a
terapia multidrogas também vem sendo aplicada para as leishmanioses,
principalmente LV. Uma variagdo abrangente de combinacbes entre esses
medicamentos, suas doses e tempo de tratamento podem ser reportadas em
diferentes regides geograficas, consequentemente os resultados também variam
bastante (Sundar, 2001; Sundar, 2018). O quadro 2 resume os tratamentos de base,

seus efeitos colaterais e alguns mecanismos de agao dos compostos.
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Quadro 2: Resumo dos medicamentos utilizados para as leishmanioses, seus
mecanismos de acdo e de resisténcia, principais efeitos colaterais e vias de
administracao

Medicamento Modo de acao Principais efeitos | Mecanismo de resisténcia Via de
colaterais administragao
Inibicao da | Dores articulares, | Diminuicdo da absorgdo e da | Intramuscular,
glicolise e | musculares, cefaleia, | atividade da droga; inativacdo da | Endovenosa ou
oxidagao de | fadiga, nauseas, | alteragdo do complexo alvo-droga; | subcutanea
Antimoniais acidos graxos alteracdes sequestro da droga em | (intralesional)
pentavalen cardiovasculares, compartimentos intracelulares;
Tes alteragdes pancreaticas, | aumento do reparo aos danos e da
supressao tolerancia; extrusdo
hematopoética e
insuficiéncia renal,
morte subita.
Ligacéo aos | Febre, nauseas, | Extrusdo, aumento da produgdo de | Endovenosa
esterdis da | anorexia, leucopenia, | lipidios ou outras substancias que
membrana do | falha renal, problemas | se ligam a anfotericina, diminuindo
parasito e | cardiacos sua atividade.
Anfotericina mudanga na sua
permeabilidade
seletiva para K+ e
Mg2+
Inibigao da | hepatotoxico, Produgéo de fosfatases ou adenilil Topico para LC
Paramomicina biossintese de | nefrotoxico, dispneia e | transferases, que modificam o Parenteral para
proteinas dores intensas no local | antibiético e o tornam menos eficaz, LV
da injeg&o. Efluxo ativo, Alteragdes no alvo do
farmaco: As mutagdes no RNA
ribossémico ou nas proteinas
ribossémicas podem reduzir a
afinidade da paramomicina pelo seu
alvo.
Medicamento Modo de agao Principais efeitos | Mecanismo de resisténcia Via de
colaterais administragao
Interfere na | hipoglicemia, Parenteral
sintese de DNA e | hiperglicemia, Modificagdo da permeabilidade de | Intramuscular
modifica a | nefrotoxicidade, membrana, extrusdo, alteragbes
morfologia do | hepatotoxicidade, além | metabdlicas e produgdo de enzimas
Pentamidina cinetoplasto de causar diabetes | inativantes ou degradantes.
Mellitus
Dores, nauseas,
vomitos, tonturas,
mialgia, hipertensao, dor
de cabeca
Associada com a | Febre, nauseas, | Diminuicdo da absor¢do do
biossintese de | vomitos e diarreia | farmaco,
fosfolipideos e | creatinina elevada, | Modificagcdo de vias metabdlicas,
Miltefosina metabolismo teratogenicidade ativacdo de vias de sobrevivéncia | Oral
alquillipidico em celular
leishmania

1.9 Sais organicos

Adaptado de Kaur e Rajput, 2014.

Sais organicos sao liquidos idnicos que apresentam ampla flexibilidade,
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com um nuimero de combinagdes possiveis em torno de 10'® | permitindo inferir que
quase todas as propriedades desejaveis possam ser combinadas dentro de uma
molécula. Marcando o surgimento de Liquidos i6nicos para tarefas especificas, a
biotecnologia os emprega como alternativas para contornar problemas na industria
farmacéutica tais como toxicidade e solubilidade (Dheer, Singh e Shankar, 2017).
Amplamente investigados, os estudos sobre a utilizagdo de sais organicos e seus
derivados apontam promissoras atividades antivirais (De Lourdes et al., 2014),
antitumorais (Teixeira et al., 2019), antibacterianos e antifungicos (Costa et al., 2023;
Ferraz et al., 2020), anti-inflamatoérios (Angajala et al., 2016) e antileishmanial
(Coimbra, 2016; Ferraz et al., 2022).

Por sua vez, os triazéis sdo compostos heterociclicos de cinco membros
com tendéncia a formar ligagbes de hidrogénio que aumentam a solubilidade e
favorecem a ligagao de alta afinidade com alvos biolégicos (Dheer, Singh e Shankar,
2017).

Resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo de colaboradores
dedicados a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) de alternativas para o tratamento
das leishmanioses permitiram, via estudo racional de farmacos medicinais, a sintese
de bioisésteros néo classicos da miltefosina, na qual substitui-se a fosfocolina pelo

grupo funcional 1,2,3-triazol (Figura 8).
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Figura. 8 - Estrutura quimica da alquilfosfocolina miltefosina de primeira geragao e
bioisdsteros nao classicos racionalizados.Fonte: Paula et al, 2024

A alteracao estrutural resultou em uma série de compostos com atividade
antileishmanial seletiva, com destaque para a molécula dhmtc (composto 1, Figura
9), um derivado 1,2,3 triazol contendo um anion acetato e uma cadeia com 10
atomos de carbono, que apresentou baixa citotoxicidade para macréfagos murinos e
expressiva atividade contra formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L.
amazonensis, sendo mais ativo que o protétipo miltefosina (Stroppa et al., 2017). Em
outro estudo, nosso grupo evidenciou a atividade antileishmanial promissora de um
sal triazdlico inédito (composto 2, Figura 9) contendo um grupo epoxido
funcionalizado na posi¢cdo 4 do anel triazélico que exibiu atividade promissora em
promastigotas (Clso de 3,61 uM) e amastigotas intracelulares (Clso de 7,61 uM) de L.
amazonensis. Mais recentemente, o mesmo grupo, dando continuidade aos estudos
de sintese racional desses bioisOsteros, realizou a substituicado do grupo epodxido por
—CH,OCH; (composto 3, Figura 9) para investigar o impacto desta modificacdo na
atividade biolégica e um recente trabalho comprovou sua ag¢ao antitumoral para
células neoplasicas de mama triplo-negativo MDA-MB-231 (Paula et al, 2024;
Pokhodylo, 2013).
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Figura 9- Estruturas dos derivados alquil-1,2,3-triazol e seus sais.

Em consonancia com o exposto acima acerca da promissora atividade
biolégica dos sais triazdlicos, o presente trabalho propde avaliar a atividade
antileishmanial do derivado denominado TZDS na espécie L. amazonensis,
classicamente associada a diferentes manifestacbes clinicas e posteriormente

realizar estudos do modo de agao do composto sobre o parasito.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antileishmanial “in vitro” do sal orgénico, denominado
TZDS em L. amazonensis, assim como a toxicidade em células de mamiferos
murinos. Além disso, realizar estudos in vitro sobre o0 modo de acdo do composto na

inducdo de morte celular.

2.2 Objetivos especificos

* Avaliar o efeito antileishmanial do composto TZDS em promastigotas de L.
amazonensis;
* Avaliar, pelo ensaio de viabilidade, a toxicidade do composto TZDS em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c;
* Determinar o indice de seletividade do TZDS;
* Realizar estudos de modo de agdo do TZDS em formas promastigotas de L.
amazonensis, relacionados a estudos de apoptose-like, autofagia e necrose;
* Realizar analise ultra estrutural e morfolégica de promastigotas de L.
amazonensis tratadas com TZDS por meio de microscopia eletrénica;
. Avaliar a agao do TZDS sobre a producéo de 6xido nitrico e espécies reativas
de oxigénio em macrofagos infectados com L. amazonensis;
. Avaliar o efeito da associagcdao in vitro do TZDS com miltefosina em

macrofagos infectados com L. amazonensis



3 MATERIAL E METODOS

Com intuito de facilitar a visdo geral proposta por este estudo, o esquema a seguir
resume as etapas experimentais na figura 10 (3.1.1 Desenho experimental).

Etapa 1: DETERMINACAO DO iNDICE DE SELETIVIDADE PARA O
- ~ COMPOSTO TZDS

Avaliagio de atividade Avallagho da Avaliagio de
antileishmanial na citotoxicidads am atividade
forma promastigota. et antileishmaniana
peritonsaes murinos .
\\ l forma amastigota.
< h
Determinagao do

indice de seletividade

ETAPA 2: APROFUNDAMENTO DOS ESTUDOS BIOLOGICOS

ESTUDO IN VITRO

A}

1

1

1

L

Mecanismo de agio do TDZS: H

Integridade da membrana plasmatica; [}

Potencial de membrana mitocondrial, Niveis X Efsito da assoclaglio |

de produgio de ROS; Produgio de do composto com

corpusculos lipidicos:

miitafosina eam
macrofagos
Infectadoe com L.
amazonensis
Ciclo celular;: Fragmentagio de DNA;
Presenga de vacuolos autofagicos.

Alteragdes ultraestruturais (MET e MEV)

Figura 10: Desenho experimental. O esquema resume as etapas experimentais. O
compostos foi testado inicialmente em formas promastigotas de L. amazonensis e em
seguida a citotoxicidade destes compostos foi avaliada em macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c, com objetivo de direcionar os testes na em amastigotas de L.

amazonensis. Através desses resultados podemos calcular o indice de seletividade do
composto e, a partir dai, realizar o estudo do modo de acdo em alvos celulares
importantes para o parasito Fonte: Propria autora.
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3.1.1 Etapa 1 - Obtencao e diluicao do composto TZDS

O composto TZDS foi obtido apds sintese realizada pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Adilson David da Silva- SINTBIOLMOL/ICE/UFJF. A solucao
estoque do TZDS foi preparada diluindo-se as massas em dimetil sulféxido
(DMSO) e obtendo-se uma solugao na concentragdo de 300mM. Esta solugao foi
mantida sob refrigeragdo (a 12°C) até o momento do uso. Para execucédo dos
ensaios bioldgicos, utilizou-se uma solugdo em uma concentragdo intermediaria
de 3mM (DMSO 1%),diluida em PBS estéril. No pog¢o das placas, durante os os
ensaios bioldgicos a concentragdo maxima de DMSO utilizada foi de 0,03%, que

nao apresentava toxicidade para os parasitos.

3.1.2 Cultivo do parasito

O cultivo dos promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8
isolada do flebotomineo Lutzomyia flaviscutellata em Belém-PA) foi realizado em
meio Warren [Meio BHI-Infusdo de cérebro e coragdo bovino (Himedia, Mumbai,
Maharashtra, india), acrescido de hemina (Sigma-Aldrich Louis, Missouri, EUA) e
acido félico (Sigma- Aldrich Louis, Missouri, EUA)] e suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, SP, Brasil) e 0,1% de solugdo de penicilina
10.000U.1./mL e estreptomicina 10mg/mL (Sigma-AldrichLouis, Missouri, EUA). A
manutencgao da cultura in vitro foi realizada por meio de repiques duas vezes por
semana em garrafas para cultivo celular e mantidas a 25°C em estufa de BOD

(do inglés Biochemical Oxygen Demand” ou Demanda Bioquimica de oxigénio).

3.1.3 Manutencao da infectividade das cepas

A infectividade da cepa de L. amazonensis foi mantida mediante

infecgdo in vivo de camundongos BALB/c fémeas. A infeccdo ocorreu na pata
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traseira com 50uL de uma solugdo contendo 2 x108 promastigotas em fase
estacionaria de crescimento, em PBS (“Phosphate Buffer Solution”). Apds 4-6
semanas, realizou-se puncido da pata infectada para isolamento das formas
amastigotas. O protocolo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
da UFJF (CEUA n° 009/2018, Anexo ).

3.1.4 Avaliagdo da citotoxicidade do composto TZDS em

macroéfagos peritoneais murinos

Camundongos BALB/c fémeas foram previamente estimulados
mediante inoculagao intraperitoneal de 2mL de tioglicolato de sédio 3% (108190)
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Ap6s 72h, o lavado peritoneal foi efetuado para
obtencdo de pool dos macréfagos por meio da injegdo e aspiragdo de 6mL de
solugdo de Hank’s estéril (H6136) (Sigma-Aldrich Louis, Missouri, EUA) no
peritbnio de cada animal. Esse procedimento foi realizado duas vezes. Apds, a
solugao retirada do peritonio foi transferida para tubo cdnicos e centrifugada a
1200 RPM (centrifuga hermo Fisher Scientific D37520) por 10 minutos, e as
células foram suspensas em meio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO,
USA)enriquecido com 10% de SFB e 0,5% de penicilina / estreptomicina (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil). As células foram contadas em camara de Neubauer,
ajustadas para a concentragdo de 2 x 10° células/mL, plagueadas em placas de
96 pogos(KASVI K12-096), em meio RPMI 1640 e incubadas por 24h em estufa a
37°C com 5% de diéxido de carbono (CO2), para a adesdo dos macréfagos. As
placas foram lavadas com PBS estéril, retirando as células ndo aderidas e foram
tratadas com diferentes concentragdes do composto TZDS, a partir de diluicdes
seriadas da concentracdo de 150uM. Apds o tratamento as placas foram
novamente incubadas em estufa com 5% de COz a 37°C, por 72h. Ao fim de 72h,
adicionou-se 10uL de MTT em cada poco, a 5 mg/mL (brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazdlio) (M5655) (Sigma-Aldrich Louis, Missouri, EUA)

(Mosmann, 1983) e apos 2h, a reacado foi interrompida com a adicdo de
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isopropanol /HCI (0,7% de HCI a 10N). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Multiskan EX) a 570nm. Os valores das absorbéancias foram
convertidos em porcentagem de inibicdo da viabilidade dos macréfagos em
relagdo ao controle (macrofagos incubados em meio de cultura), e a partir destes
dados, para cada composto, foi calculado o CCsg (concentragdo citotoxica para
50% das células) pelo programa GraFit 5. O protocolo foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UFJF (CEUA n° 009/2018, Anexo |).

3.1.5 Atividade antipromastigota do composto TZDS.

A atividade antipromastigota foi realizada pelo teste colorimétrico do
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlico- Sigma- St. Louis, MO, USA).
Para tal, os parasitos foram contados em camara de Neubauer e lancados a razao
de 2 x 108 células/ml em uma placa de 96 pogos(Sarstedt 83.3924.500), meio de
cultura Werren e. Em seguida, o composto foi adicionado em concentragdes
variadas (100-0,18 uM).e as placas foramincubados a 25°C em BOD. Apds 72h,
foi adicionado MTT a 5mg/mL durante 4h a 25°C. Posteriormente, foram
adicionados 100uL de isopropanol/HCI (0,7% de HCI a 10N) e a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro (Multiskan EX- Thermo Electron Corporation,
Vantaa, Finlandia) a 570nm. A expressao dos resultados foi convertida em
porcentagem de inibicdo de crescimento dos promastigotas em relagdo ao
controle negativo (promastigotas néo tratadas). O programa GraFit 5 (Erithacus
Software Ltda., Horley, U.K.) foi usado para calcular a concentragdo inibitéria
(Clso) do composto, que representa a concentragao que inibe 50% do crescimento

celular. A droga de referéncia utilizada foi a miltefosina.

3.1.6 Atividade do composto TZDS em amastigotas intracelulares de L.

amazonensis.
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Os ensaios foram realizados com macréfagos peritoneais infectados
com L. amazonensis. apés obtencdo do lavado peritoneal dos camundongos
BALB/c, estimulados previamente estimulados com 2mL de caldo tioglicolato a
3%, 72h antes do lavado peritoneal, os mesmos foram lavados em 6mL de
solucdo de Hanks, contados em camara de Neubauer e colocados para aderir em
placas de 24 pogos por 24 h, em laminula de vidro, em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SBF a 33°C, 5% de CO.. Apds este tempo, os
macrofagos foram colocados para interagir com os promastigotas na relagéo 1:10
(macrofago/parasito), durante 4h, em meio suplementado com 10% de soro
bovino fetal a 33°C, 5% CO2. Apds a lavagem com PBS para retirada dos
promastigotas que nao entraram nas células, o composto TZDS diluido em PBS
foram adicionados nas concentragdes seriadas (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125uM).
Apos 72h de tratamento, as células foram fixadas com etanol, coradas com
Giemsa e desidratadas em acetona/xilol, na sequéncia: acetona 100%, acetona
90% / xilol 10%, acetona 50% xilol 50%, acetona 10% xilol 90% e xilol 100%. As
laminas foram montadas e o efeito antiparasitario do produto sintético foi avaliado
a partir da contagem das amastigotas dentro dos macréfagos, com a contagem de
200 células/laminula, em microscopia Optica, com aumento de 1000x. Foram
realizados trés experimentos independentes e cada teste foi feito em duplicata.
Controle negativo (células sem tratamento) e controle positivo (células tratadas
com miltefosina — droga de referéncia) foram incluidos. Os resultados foram
expressos como porcentagem de inibicdo da carga global de amastigotas em
relagdo ao controle sem tratamento. O Clso, concentracdo que inibe 50% do
crescimento dos parasitos intracelulares, foi determinado utilizando o programa
GraFit 5 (Erithacus Software Ltda., Horley, U.K.).

3.1.7 Calculo do indice de seletividade

O indice de Seletividade (IS) do TZDS foi calculado pela razdo entre a



64

toxicidade in vitro (CCso) e a atividade em promastigotas ou amastigotas
intracelulares (Clso). Compostos com valores de IS superiores a 10,0 sédo
indicativos de maior toxicidade para o parasito do que para macréfagos. Por outro
lado, compostos com IS inferiores a 10,0 sdo considerados mais téxicos para a

célula hospedeira (Inacio et al.; 2013).

3.1.8 Etapa 2 - Efeito da associagcdo do TZDS com miltefosina em

macrofagos infectados com L. amazonensis

Macréfagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c previamente inoculados intraperitonealmente com 2mL de meio
tioglicolato 3%. Em seguida, o numero de células utilizadas foi ajustado para a
concentragédo de 2 x 10° células/mL em meio RPMI suplementado com 10% de
SFB, 0,5% de solugao penicilina/estreptomicina e incubados por 24h em estufa a
33°C com 5% CO2 (Thermo Scientific, Ohio, USA). Macréfagos aderentes foram
infectados com promastigotas de na razao 10:1 e colocados para interagir por 4h
em estufa a 33°C com 5% CO2. Em seguida, cada pogo foi lavado duas vezes
com 300uL de PBS estéril para retirada dos promastigotas nao fagocitados.
Posteriormente, cada poco foi novamente plaqueado com meio RPMI-1640
suplementado com 10% SFB e antibidtico, e os macréfagos infectados foram
tratados com TZDS diluido conforme o item 3.1.1, em combinacdo com a
miltefosina em diferentes proporgdes (4:1, 3:2, 2:3 e 1:4) e incubados em estufa a
33°C com 5% CO2. Apdés 72h de tratamento, os macrofagos infectados foram
lisados com 200uL de agua deionizada estéril para liberar as amastigotas
intracelulares e transferidos para microplaca negra de 96 pogos. Macréfagos nao-
infectados foram também lisados com 200uL de agua deionizada estéril e
utilizados como branco. Os valores de intensidade de fluorescéncia foram
quantificados em fluorimetro de microplaca (FLx800, BioTek Instruments, Inc)

utilizando o comprimento de excitagdo de 540 nm e 600 nm de emissao.
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3.1.9 Determinacao das concentragdes inibitérias fracionarias (FICs) e

classificagao da natureza da interagao

As FICs e o somatorio das FICs (2FICs) foram calculadas da seguinte
forma: FIC da TZDS = IC 50 da TZDS em combinacao/ICso da TZDS isolada. A
mesma equacao foi aplicada a miltefosina, 2FICs = FIC TZDS + FIC mitefosina.
Uma média geral do 2FIC foi calculada para cada combinagdo e usada para
classificar a natureza da interagdo da seguinte forma: sinergismo, definido quando
a média 2FIC < 0,5, aditivo quando a média 2FIC > 0,5 e < 4 e antagonismo
quando a média ZFIC > 4 (Odds, 2003)

3.2 Ensaios de modo de agcao do composto TZDS sobre promastigotas de L.

amazonensis

3.2.1 Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)

Promastigotas tratadas com o composto TZDS na concentragdo de
0,13uM e 0,26uM (referente ao valor de 1x e 2x o Clso apds 72h de tratamento)
foram incubadas em garrafas de cultura contendo meio werren, por 6h ou 24h,em
BOD a 25°C, em seguida, foramtransferidas para tubos cénicos e centrifugadas
em 1200 RPM por 10min, lavadas com PBS, ressuspendidas em 1mL de solugéo
de Hank’s na concentragdo de 5 x 10® promastigotas/mL e incubadas no escuro, a
37°C com o carante JC-1(10ug/mL,ThermoFisher,Waltham,MA, EUA) por 30
minutos. O marcador JC-1 é um corante de carbocianina catibnico, que se
acumula no interior da mitocéndria em condi¢gbes normais do AWm, formando
desta maneira o Jagregado, que emite fluorescéncia vermelha. Em mitocondrias
danificadas, onde o AWm é baixo, o JC-1 em baixas concentragdes apresentam-

se como mondmeros, e emitem fluorescéncia verde.
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Logo apos a incubagdo, as células foram lavadas 3x em PBS e
ressuspendidas em 1mL de solugdo de Hank’s. Em seguida, transferiu-se 200 pL
da suspensao para uma placa negra com 96 pocgos e de fundo transparente e a
leitura foi realizada em fluorimetro (FLx800) com os comprimentos de onda de
excitacdo/emissdo 485/528nm (fluorescéncia verde) e 485/600nm (fluorescéncia
vermelha). Para o controle positivo tratou-se as promastigotas com 5uM de FCCP
(Sigma-Aldrich, Louis, Missouri, EUA) por 10min a 25°C (Antinarelli et al., 2015).

Pogos com auséncia do composto foram usados como controle negativo.

3.2.2 Verificagao da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelo

parasito

Para avaliar a producdo de ROS pelo parasito, foram usadas
promastigotas, em fase exponencial de crescimento,incubadas em garrafas de
cultura contendo meio werren, tratadas com o composto TZDS a 0,13uM e
0,26uM por 6 e 24h a 25°C, em BOD. Em seguida, as células foram tranferidas
para tubos cénicos e centrifugadas a 1500RPM por 10minutos e lavadas 2x com
PBS, sua concentracgao foi ajustadas a 2 x 107 promastigotas/mL. Para determinar
a producado de EROS total foi utilizada a sonda H.DCFDA (D399) (Invitrogen,
Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA). O H2DCFDA é um marcador nao
fluorescente, que quando em presenca de esterases intracelulares e ROS exibe
um produto fluorescente (de acordo com indicagdes do fabricante). A incubagao
foi realizada a 20uM por 30 minutos, em temperatura ambiente, sob protecao da
luz. O controle negativo foi feito sem a adigdo do composto. A leitura ocorreu em
fluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) nos
comprimentos de onda de excitagdo/emissao de 485/528nm (Antinarelli et al.,
2015). Para quantificar o superdxido mitocondrial, foi empregado o indicador
MitoSOX Red (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EUA). Em resumo:

Promastigotas de L. amazonensis (1 x 107 células/mL) foram tratadas com TZDS
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(0,13uM e 0,26uM) por 6h e 24h a 25 °C. As células foram marcadas com
indicador MitoSOX Red a 5uM e incubadas durante 20 min. Promastigotas
incubadas com antimicina A (10uM) e miltefosina (22uM) foram utilizadas como
controle positivo. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada em
espectrofluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) a

540/600nm de excitagao/emissao, respectivamente (Glanzmann, et al; 2021).

3.2.3 Avaliagao da formagao de corpusculos lipidicos em promastigotas

A formacdo de corpos lipidicos em citoplasma de promastigotas
tratadas com TZDS a 0,13uM e 0,26uM, foi avaliada com a utilizagdo de um
corante lipofilico Nile Red, as células foram lavadas 2x com PBS, ajustadas a
concentragdo de 10 x 10° promastigotas/mL e incubadas com o corante (19123)
(Sigma-Aldrich, Louis, Missouri, EUA) a 10ug/mL, por 30 minutos, em temperatura
ambiente, sob protecdo de luz. A miltefosina, foi utilizada como controle positivo
na concentracdo de 22uM. Pocos sem adicdo de compostos foram utilizados
como controle negativo. A leitura foi realizada em fluorimetro (FLx800, BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) nos comprimentos de onda de

excitacao/emissao de 485/528nm (Mendes et al., 2016).

3.2.4 Avaliagao da integridade da membrana plasmatica

Promastigotas de L. amazonensis (1 x 107 cels/mL) em fase logaritmica
de crescimento foram tratadas com TZDS a 0,13uM e 0,26uM por 24 horas a
24°C e incubados com iodeto de propideo (Pl) a 40ug/mL por 15 minutos, no
escuro, em temperatura ambiente. A fluorescéncia foi analisada com o auxilio de
um fluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) a 540nm
de emissdo e 600 nm de excitacdo. O controle negativo foi feito com pocos
contendo parasitos nao tratados e como controle positivo, utilizou-se parasitos

aquecidos a 65°C por 10 minutos (Antinarelli et al. 2015).
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3.2.5 Analise do ciclo celular

Baseando-se na Clsp encontrada nos ensaios com promastigotas, foi
preparada uma suspensdo de promastigotas na concentragdo de 1 x 107
células/mL, foram tratadas com TZDS a 0,13uM e 0,26uM por 24h a 24°C em
garrafas de culturas. Em seguida, foram lavadas com PBS e permeabilizadas com
1mL de etanol 70% e mantidas a -20°C durante 1h. Foram incubadas com 1ug/mL
de Ribonuclease A (Sigma-Aldrich) por 1h a 37°C. Apds esta etapa, as amostras
foram incubadas com PI (Sigma-Aldrich, USA) na concentracéo de 1.0ug/mL por
20 minutos em temperatura ambiente. Os dados foram adquiridos no citbmetro
FACsCanto Il (Becton Dickinson, Rutherford, NJ, USA) equipado com software
DIVA (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA) (Ribeiro et
al. 2013).

3.2.6 Avaliagao da exposigao de fosfatidilserina

Promastigotas de L. amazonensis (1 x 107 células/mL) foram incubadas
por 24h com TZDS a 0,13uM e 0,26uM. Os parasitos foram contados em camara
de neubauer e uma suspensao de 5 x 10% promastigotas foram lavados uma vez
com PBS e incubadas com 1 uL de anexina V-FITC (Invitrogen, Molecular Probes)
por 20 minutos no escuro. Apés, foi adicionado Pl na concentragéo de 1ug/mL e
as células foram incubadas no escuro por 15 minutos. Células submetidas a
miltefosina na concentragcao de 44uM foram utilizadas como controle positivo. Os
dados foram adquiridos no citdmetro de fluxo FACsCanto |l (Becton Dickinson,
Rutherford, NJ, USA) equipado com software DIVA (Joseph Trotter, Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA) (Stroppa et al., 2017).

3.2.7 Avaliagao da formacgao de vacuolos autofagicos
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Promastigotas de L. amazonensis em fase logaritmica de crescimento
na concentragdo de (1 x 107 células/mL) foram incubadas em meio werren, em
garrafas de cultura, e tratadas com TZDS nas concentragdes de 0,13uM e 0,26uM
do Clsp por 24 horas a 24°C. Apos o tempo de incubagado, promastigotas foram
centrifugados, lavados com PBS e marcados com 100pM de
monodansilcadaverina (MDC) por 1 hora a 37°C para a marcagao dos vacuolos
autofagicos e analisadas no fluorimetro (FLx800, BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) a 335nm (excitagdo) e 460nm (emissao). Como controle

positivo utilizou-se promastigotas em fase estacionaria (Stroppa et al., 2017).

3.2.8 Avaliagao da fragmentagao do DNA em promastigotas de L.
amazonensis tratados com TZDS.

Promastigotas em fase exponencial de crescimento, foram ajustadas
para a concentracdo de 10 x 108 células/mL. e tratadas com o TZDS por 24h.
Apds o tratamento, a concentragédo foi ajustada para 1 x 10’/mL. Em seguida
fixadas com paraformaldeido 4% por 15 minutos a 4°C; lavadas por 3x com PBS,
permeabilizadas com Triton X 100 0,2% e citrato de sodio 0,1% em PBS por 10
minutos e lavadas novamente. As células foram ressuspendidas em 20ul da
solugao TUNEL (terminal deoxy nucleotidyl transferase —mediated d-UTP nick and
labeling), (Roche) que consiste na incorporacdo do nucleotideo 12-dUTP,
acoplado a sonda FITC, a extremidade 3'OH do DNA. (2uL da enzima e 18uL da
solugdo de marcagao) e incubadas por 1h a 37°C, em camara umida. Sob a
protecédo da luz. O controle positivo foi realizado em promastigotas tratadas com
solugao de DNAse 5 ug/mL em tampéao Tris/HCL 50mM pH 7,5 por 10 minutos a
25° C; Para o controle negativo nao foi adicionada a enzima. A leitura foi realizada
por citometria de fluxo (CytoFLEX (Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA) e os

dados foram analisados com o software CytExpert (Beckman Coulter).

3.2.9 Quantificagao dos niveis de ROS em macréfagos murinos infectados
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com L. amazonensis

A cultura de macréfagos peritoneais murinos foi obtida como descrito
anteriormente. Em seguida, uma suspensio de 1 x 10° cels/mL em meio RPMI-
1640 suplementado com 10% SFB e antibiético foi incubada em placas de 96
pocgos em estufa a 37°C com 5 % de COa. A infeccdo dos macréfagos ocorreu na
proporcao de 10:1 (10 promastigotas de L. amazonensis para 1 macrofago) por
4h. As placas foram lavadas 4x com PBS, e o composto TZDS foi adicionado em
diferentes concentragdes (100-6,25uM). Como controle positivo, utilizou-se H20>
na concentragdo de 4mM. Apds 72h de tratamento, o meio foi descartado, as
células foram lavadas 1 vez com PBS e incubadas com a sonda fluorescente
H2DCFDA na concentragao final de 20uM por 30 minutos no escuro em estufa a
37°C com 5% COs.. A intensidade de fluorescéncia foi medida em fluorimetro de
microplacas (FLx800, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) utilizando os
comprimentos de excitagao de 485 nm e emissao de 528 nm. Os resultados foram
obtidos a partir da média de trés experimentos independentes, em cada um dos

trés foram realizados em duplicata interna.

3.2.10 Determinagdao dos niveis de oxido nitrico (NO) em macréfagos

infectados com L. amazonensis

A producéao de o6xido nitrico (NO) em cultura de macréfagos peritoneais

infectados com L. amazonensis e tratados por 72h de tratamento com TZDS foi

dosada indiretamente através da quantificacdo dos niveis de nitrito (NOE),
subproduto estavel da oxidagdao do NO, utilizando o método de Griess (Green et
al., 1982). Em resumo: 50uL do reagente de Griess constituido de 1% de
sulfanilamida (Vetec, Brasil) diluida em 2,5% H3POs (Vetec, Brasil) e 0,1% de
Dihidrocloridrato de naftilenodiamina (NEED) (Sigma-Aldrich, Brasil) diluida em

2,5% H3PO4) foram adicionados em 50uL do sobrenadante da cultura de
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macrofagos infectados em microplacas de 96 pogos. A curva padréao de nitrito foi
obtida por diluicdo seriada de Nitrito de Sdodio (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil) a
partir de 200uM até 0,098uM e, como branco da reagdo, utilizou-se agua
deionizada. O conteudo de nitrito foi quantificado por extrapolagdo da curva
padréo de nitrito de sodio. Os valores de absorbancia foram quantificados em
540nm utilizando leitor de microplacas (FLx800, BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) utilizando os comprimentos de excitagdo de 540nm e

emissao de 528nm.

A concentracdo de nitrito contida em cada amostra foi determinada de
acordo com a reta de regresséo linear, obtida a partir da curva padrdo de NaNO-.
Como controle positivo foi utilizado 1ug/mL de LPS com 1ng/mL de INF-y, obtido
de sobrenadante de células L1210. Todos os ensaios foram realizados em

duplicata em dois experimentos independentes.

3.3 Etapa 3 Analise ultraestrutural dos promastigotas de L. amazonensis
tratados com TZDS por microscopia eletréonica de transmissdao e de
varredura (MET e MEV)

Esta etapa do trabalho foi realizada em colaboragdo com o grupo do
Prof. Dr. Victor do Valle Midlej, Laboratério de Ultraestrutura Celular, Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil.

Para o preparo do material para microscopia eletrénica procedeu-se da
seguinte maneira: Microscopia eletrbnica de varredura (MEV): promastigotas
foram tratados com TZDS (0,13 e 0,26 uM)por 24 h. Apds o tratamento, os
promastigotas foram lavados com PBS e fixados em 2,5%glutaraldeidoem
tampéaocacodilato desédio 0,1M por60 min.Eles foramentdo pds-fixadosem
1%tetroxido de osmio. As células foram desidratadas em concentragcdes
crescentes de etanol, secasusando CO2, revestido com uma espessa camada de
ouro e analisado com um microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-6390,

Toéquio, Japao). Os ensaios foram realizados em trés experimentos
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independentes,cada em triplicado (Antinerelli et al., 2023).

Microscopia eletrbnica de transmissdo (MET): promastigotas foram
tratados com TZDS (0,13e 0,26 uM)por 24 h. Apés o tratamento, os promastigotas
foram lavados com PBS e fixados em 2,5%glutaraldeidoem tamp&ocacodilato
desodio 0,1M por60 min.Eles foramentao pds-fixadosem 1%tetroxido de ésmio e
0,8% ferrocianeto de potassio. Apods, as células foram desidratadas
emconcentracbes crescentes de acetona, incorporadas em resina Epon,
seccionadas em fatias ultrafinas(60-70 nm), e coradas com 5% de acetato de
uranila e 0,2% de citrato de chumbo. As se¢des foramexaminados com um
microscopio eletrénico de transmissédo Hitachi HT 7800 (Téquio, Japao). Os
ensaiosforam realizados em trés experimentos independentes, cada um em
triplicado (Chagas, 2022).

3.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad
Prism 5.0 (Graph Prism Inc., San Diego, CA). Os dados foram comparados por
analise de variancia teste One-way-ANOVA com pés-teste de Dunnett. Valores de
p menores que 0,0001 (***), 0,001 (**) e 0,01 (*) foram considerados

estatisticamente significativos
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4 RESULTADOS

Os resultados aqui apresentados foram recentemente publicados no

periodicoChemico-Biology Interactions (Souza et al., 2025).

411 Etapa 1 - Estudos in vitro da atividade antileishmanial e da

citotoxicidade de TZDS em células de mamiferos

Os resultados obtidos acerca da avaliacdo in vitro da atividade
antileishmanial de um composto, um sal organico derivado de 1,2,3-triazol,
denominado TZDS séo apresentados a seguir. Os resultados apresentados
demonstram que TZDS possui atividade antileishmanial promissora, com
seletividade para formas amastigotas de L. amazonensis e baixa toxicidade para
macrofagos murinos. Além disso, os estudos de modo de agao indicam que a
disfuncdo mitocondrial e o aumento na producdo de ROS sdao mecanismos
potenciais pelos quais o composto induz a morte celular no parasito. A seguir,

uma avaliacao detalhada e algumas questdes aprofundadas.

Em relagcédo a atividade do composto contra promastigotas de L.
amazonensis, foi evidenciada expressiva atividade apés 72h de tratamento, com
reducéo significativa do crescimento parasitario nas concentragdes de 12,5; 6,25;
3,12; 1,56 e 0,78uM, respectivamente (Figura 11). O Clsg obtido foi de 0,13uM,
sendo 169 vezes mais ativo que a droga de referéncia, miltefosina. O Clgo foi
também calculado e o valor obtido foi de 2.62 yM (Tabela 1). As concentragoes
inibitérias de 50% (valores de IC50) foram calculadas por métodos nao lineares
regressao usando o software GraFit versdao 5 (Erithacus Software Ltd., Horley,
Reino Unido), usando equagado seguinte: y=14,177 em (x)+81,95; R?=0,9417;
enquanto y representa a porcentagem de inibicdo, e (x) representa o logaritmo

natural da concentragdo do composto.
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Figura 11: Atividade antipromastigota do TZDS Para atividade antipromastigota usou-se
a concentragdo de 2 x 10°% células/mL, tratados com TZDS. A expressido dos resultados
foi feita pela comparagéo com o controle sem a adigdo do composto, em porcentagem de
inibicdo de células viaveis pelo teste colorimétrico do MTT, apds leitura em
espectrofotdmetro (Multiskan) a 570nm. O programa GraFit 5 foi usado para calcular a
concentracao inibitéria (Clsp), que representa a concentragdo que inibe 50% do
crescimento celular. A droga de referéncia utilizada foi a miltefosina.

A citotoxicidade do composto na célula hospedeira foi avaliada em
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, que foram tratados com
diferentes concentracdes do composto e avaliados pelo método colorimétrico com
MTT. A partir destes ensaios, foi possivel verificar que o composto apresentou
baixa citotoxicidade para a célula hospedeira apds 72h de tratamento com CCso
de 70,62uM (Figura 12).
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Figura 12 Citotoxicidade do TZDS em macréfagos peritoneais nao infectados. Para o
teste de citotoxicidade usou-se a concentracdo de 2 x 108 células/mL, tratados com
TZDS. A expressao dos resultados foi feita pela comparagdo com o controle sem a
adicdo do composto, em porcentagem de inibicdo de células viaveis pelo teste
colorimétrico do MTT. com leitura em espectrofotdbmetro (Multiskan) a 570nm. O
programa GraFit 5 foi usado para calcular a concentracdo citotéxica de (CCsp), que
representa a concentragcdo que inibe 50% do crescimento celular. Controle: macrofagos
nao tratados.

Quanto a atividade do composto em cultura de macrofagos infectados
com amastigotas intracelulares de L. amazonensis, tratados com TZDS, fixados e
corados por Giemsa. Os resultados obtidos (Figura 13), demonstraram que o
composto apresentou uma atividade expressiva com Clsg de 2,06puM, com Clsg
menor do que o da miltefosina (Cls0=10,07uM). O Clgo calculado para o composto
foi de 9,74uM. O composto precursor, um derivado triazoldlico neutro foi também
avaliado e foi inativo em ambos os estagios evolutivos de L. amazonensis
avaliados (Clsop >100uM). As concentragdes inibitérias de 50% (valores de 1C50)
foram calculadaspor regressdo nao linear usando o software GraFit versdo 5

(Erithacus Software Ltd., Horley, Reino Unido), usando a seguinte equacao:
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y=26,33 em (x)+30,234; R?*=0,978; enquanto y representaa porcentagem de

inibicdo, e em(x) representa o logaritmo natural da concentracdodo composto.

Dessa forma, o indice de Seletividade (IS) do composto foi
determinado, sendo este obtido a partir da razdo entre o CCsp para macrofagos e
o Clsp para o parasito, refletindo a agao seletiva do composto para o parasito em
relacdo a célula hospedeira. Como ficou evidenciado na tabela 1, foi possivel
verificar que o composto TZDS apresenta atividade antileishmanial de elevada
seletividade (1S=34,28) em especial contra a forma amastigota, a qual
corresponde a forma clinicamente importante, quando comparado ao IS para a

mesma forma do parasito, quando submetido a miltefosina (1S=12,33).
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Figura 13: Atividade do TZDS em macréfagos infectados com L. amazonensis.
Macréfagos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis na relagao 1:10
(macrdéfago/parasito). Apds o tratamento de 72h, as células foram fixadas e coradas com
Giemsa. O efeito antiparasitario do composto foi avaliado a partir da contagem das
amastigotas dentro dos macréfagos, com a contagem de 200 células/laminula,
microscopio 6ptico com aumento de 1000x.

Tabela 1:Atividade antileishmanial, citotoxicidade e indice de seletividade

dos derivados triazdlicos.
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Estrutura Promastigotas Macrofagos Amastigotas indi_cc:z de
Seletividade
Composto Quimica ICs0 (UM)? CCso (uM)® ICs50 (UM)? (1S)°

TZD* MeO/\g/:\N/NNg

>100 >100 >100 -

Z "N
TZDS** MeO/;i:\Nf /;Hg 0,13+0,086 70,62+272 2,06+0,42 34,28
/ 1

|
~
||t | /@\/\:

1]
gzao% 22,00x0,5 131,90+3,9 10,70%£4,0 12,33

aConcentragéo que inibe 50% do crescimento dos parasitos. PCCso: Concentragdo que
inibe 50% da viabilidade dos macréfagos. °Concentracdo que inibe 50% do crescimento
dos parasitos. 9I.S.=indice de Seletividade foi calculado pela razao entre CCs, para
macrofagos e Clsp para amastigotas

A figura 14 ilustra a redugdo do numero de amastigotas apds
tratamento com TZDS quando comparado com o controle nao tratado,
comprovando o efeito deste composto em amastigotas intracelulares de L.

amazonensis.
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Figura 14: Macrofagos peritoneais murinos infectados com L. amazonensis. Microscopia
Optica, aumento 1000x, Coloragdo de Giemsa, Em A= controle, B= TZDS em 12,5uM,
C=TZDS em 6,25uM, D=TDZS 3,12uM, E=TDZS 1,15uM, F= TDZS em 0,78uM.
Amastigotas dentro de macréfagos (setas brancas) e macrofagos nao infectados (setas
pretas), magnificancia de 1000X.
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4.1.2 Estudos do modo de acao antileishmanial de TZDS

Tendo em vista a expressiva atividade antileishmanial do TZDS em
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis, associado
a baixa toxicidade em macréfagos murinos e expressiva seletividade contra as
formas amastigotas intracelulares (indice de Seletividade = 34,28), o composto foi
selecionado para os estudos de investigacdo sobre seu modo de agao, cujos

resultados obtidos encontram-se descritos abaixo.

Os estudos iniciais acerca do(s) mecanismo(s) de morte do parasito,
desencadeado pela molécula, foram direcionados para a mitocdndria, visto que a
mitocdndria em tripanossomatideos ocupa 80% do citoplasma, pela sua
importancia na sobrevivéncia do parasito por ser uma organela relacionada a

inducao de morte celular (Fidalgo; Gille, 2011; Menna-Barreto; De Castro, 2014).

As desregulagbes de voltagem de membranas celulares estédo
associadas a disfungdes fisioldgicas cruciais. Aproximadamente 10% dos
medicamentos aprovados pela FDA, tem como alvo canais idbnicos dependentes
de voltagens (Huang, Pan e Yan 2024). A disfungao mitocondrial em protozoarios
tém sido classicamente avaliada a partir da alteragao, levando a hiperpolarizacao
ou despolarizacédo do AWm. A analise do potencial de membrana mitocondrial
(A¥m) em promastigotas de L. amazonensis tratados com o derivado triazol foi
realizada mediante a incubagdo com o marcador fluorescente JC-1 (corante

catibnico).

Os resultados obtidos por fluorimetria (figura 15) demonstraram um
aumento do AWm nas primeiras 6 horas de aproximadamente 14% em ambas as
concentragbes do TZDS avaliadas em comparagdao com as células controle.
Promastigotas incubadas com o desacoplador de cadeia respiratéria, FCCP,

tiveram redugao no AWm de 93,10% e a miltefosina diminuiu 0 AWYm em 78,05%.
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Apoés 24h de tratamento os resultados demonstram niveis maximos de
hiperpolarizagdo AWYm 88,67% e 207,93% nas concentra¢des de 0,13 pM e 0,26
MM, respectivamente. Promastigotas incubados com o desacoplador de cadeia
respiratoria, FCCP, tiveram uma reducédo do AWm de 78,75%. FCCP e miltefosina

tiveram redugcédo no AWm de 82,52% e 79,80%, respectivamente.

154

Razao Vermelhol/verde
Razao vermelho/verde
24 h

Figura 15: Alteracao no potencial de membrana mitocondrial (Awm) em promastigotas de
L. amazonensis tratadas com TZDS. Promastigotas foram tratados com 0,13 e 0,26uM do
TZDS e apos 6h e 24h foram marcadas com JC-1. A intensidade de fluorescéncia foi
determinada por fluorimetria nos pares de filtros de 485/528 nm e 540/600nm. P<0,001
(***), diferenga significativa comparada com o controle negativo. Os dados foram
expressos como a meédia de pelo menos dois experimentos independentes, realizados
cada um, em duplicata.

Para avaliar os niveis intracelulares de ROS apds tratamento com
TZDS, utilizou-se as sondas H:DCFDA e MitoSOX para medir EROS total e
mitocondrial, respectivamente. O HoDCFDA é oxidado na presenca de radicais de
espécies reativas de oxigénio para formar 2'7'-diclorofluoresceina altamente
fluorescente. Em relacdo ao MitoSOX, uma vez dentro da mitocondria, € oxidado
pelo superéxido gerado pela cadeia transportadora de elétrons e produz
fluorescéncia vermelha. Assim, a analise da producao total e mitocondrial de

ROS foi realizada as 6h e 24h apdés o tratamento com TZDS pelo método
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fluorimétrico

Niveis elevados de EROS foram observados em promastigotas de L.
amazonensis tratados com TZDS. O tratamento com a molécula induziu a um
aumento nos niveis de ROS de 123,91% e 100,62% apods tratamento com as
concentragdes de 0,13uM e 0,26pM do composto. O aumento na produgdo de
EROS apds incubagao com antimicina A e miltefosina foi de 284,24% e 150,31%,

respectivamente (Figura 16).
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Figura 16: Producdo de ROS em promastigotas tratadas com TZDS. Promastigotas
tratadas com TZDS 0,13 e 0,26uM por 6 e 24h foram avaliadas quanto aos niveis de
ROS pela sonda fluorescente H2DCFDA. A fluorescéncia foi quantificada em um
fluorimetro de microplaca usando comprimentos de onda de 485/528 nm. Os valores
foram expressos como unidades de fluorescéncia arbitrarias (au). Antimicina A (10uM) e
miltefosina (22uM) foram utilizadas como controle positivo. Os resultados foram obtidos a
partir da média de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada no
software GraphPad Prism 5.0 utilizando analise de variancia (One-way ANOVA)
acompanhada de pés-teste de Dunnett: P<0,01 (**) e P<0,001 (***).

A Figura 17 mostra o efeito do TZDS nos niveis dos radicais
mitocondriais superdxido. Apds 6h de incubacdo com TDZS, os niveis de radicais
superoéxido foram semelhantes aos do grupo controle. Em contrapartida, apés 24h
de tratamento, o TDZS aumentou a produgcdo de superdxido em
aproximadamente 89,35% e 30,8% (a 0,13uM e 0,26uM, respectivamente),
quando comparado com o controle nao tratado. O tratamento com miltefosina

(22uM) provocou um aumento do produto superoxido de 29,83%. Antimicina A (a
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10uM), utilizada como controle positivo, levou a um aumento de cerca de
359,93%.
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Figura 17: Niveis de superéxido em promastigotas tratadas com TZDS. Promastigotas de
L. amazonensis foram tratadas com TZDS (0,13uM e 0,26uM) por 6 e 24h a 25°C. Os
parasitas foram entdo marcados com MitoSOX e a intensidade de fluorescéncia foi
avaliada em espectrofluorbmetro a 540/600nm de excitagdo/emissdo. As analises
estatisticas foram feitas utilizando ANOVA unidirecional seguida de pés-teste de Dunet:
P<0,05 (*) e P<0,001 (***).

O principal sitio responsavel pela producdo de espécies reativas do
oxigénio (ROS) intracelular é a cadeia respiratéria mitocondrial (Mena-Barreto; de
Castro, 2014; Fidalgo; Gille, 2011;). Um efeito direto do estresse mitocondrial
desencadeado pelo colapso do potencial mitocondrial é a geragcéo excessiva de
ROS, que induz a oxidagdo de macromoléculas essenciais como proteinas, DNA
e lipidios, desencadeando um acumulo de danos irreversiveis em estruturas
celulares que sado incompativeis com a sobrevivéncia do parasito. Observa-se
uma hiperpolarizagdo do AWYm acompanhada da formagao de ROS, em 24 horas
apos o tratamento e um aumento no AWYm apds 6h de tratamento, enquanto que

os niveis de ROS permaneceram inalterados em 6h de tratamento.

Apos verificacdo da disfungdo mitocondrial induzida pelo tratamento
com TZDS, analisou-se se esse efeito estava associado a formagao de corpos

lipidicos. Os corpos lipidicos sao estruturas dindmicas encontradas no citoplasma
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celular sob condicdes de homeostase (Lee et al. 2013). Entretanto, uma
exacerbacado na formacao dessas estruturas tem sido observada sob condi¢des
de disfungdo mitocondrial induzida por drogas (Antinarelli et al. 2023; Chagas et
al. 2022). Dessa forma, o possivel efeito do composto na formagado de corpos
lipidicos foi investigado por incubagdo com o corante fluorescente Nile Red; e de
fato, o tratamento com composto TZDS a 0,13uM ou 0,26uM resultou num
aumento na intensidade de fluorescéncia de 76,53% e 66,23%, respectivamente,
quando comparado ao controle n&o tratado. Miltefosina (22,0uM) também

aumentou os niveis de corpos lipidicos em 85,48% (Figura 18).
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Figura 18: Avaliacdo da formacao de corpusculos lipidicos em promastigotas de L.
amazonensis tratadas com o composto TZDS. Os parasitos foram tratados com o
composto com TZDS (0,13 e 0.26uM) por 24h. Miltefosina foi utilizado como controle
positivo. Os resultados foram obtidos a partir da média de trés experimentos
independentes, realizados em ftriplicata. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software Graph Pad Prism 5.0 usando analise de varidncia (One way
ANOVA) e as diferencas estatisticas acessadas pelo pdés teste de Dunnett: P< 0,01 (**) e
P< 0,001 (***).

Apods a evidéncia de que a mitocdndria € um alvo farmacoldgico do
composto, alguns eventos bioquimicos e celulares relacionados a esses
processos de morte celular foram investigados (Smirlis et al., 2010). Dentre estes
processos, a morte celular programada conhecida como apoptose em

metazoarios, ou também referida como apoptose like em protozoarios como



84

Leishmania spp, (Basmaciyan, Azas e Casanova, 2018).

Desta forma, para avaliar a indugdo de morte por apoptose-like, a
exposicao de fosfatidilserina na superficie da membrana plasmatica foi avaliada
através de dupla marcacdo com Anexina V-FITC e PI. Promastigotas tratados
com TZDS nas concentracbes de 0,13 e 0,26uM exibiram um aumento na
porcentagem de parasitos em processo de apoptose inicial (anexina V +, PI -) de
3,02 vezes e 2,44 vezes, respectivamente, e apoptose tardia (anexina V +, Pl +)
de 10,4 vezes e 7,42 vezes, respectivamente, em relagado ao controle ndo-tratado.
Um aumento na porcentagem dos parasitos em processo de necrose (anexina V -,
Pl +) foi também observado apés tratamento com TZDS (Figura 19). Em
promastigotas tratadas com miltefosina, usada como controle positivo, 0 aumento
observado foi de 5,3, 9,9 e 23,8 vezes na populacado de parasitos em apoptose

inicial, apoptose tardia e necrose, respectivamente.
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Figura 19 Analise da externalizacdo de fosfatidilserina em promastigotas de L.
amazonensis tratadas com TZDS. Promastigotas de L. amazonensis foram tratados ou
nao-tratados com 0,13uM e 0,26uM TZDS durante 24h e a exposicao de fosfatidilserina
foi avaliada por citometria de fluxo utilizando a marcagdo simultinea com as sondas
fluorescentes Anexina V-FITC e Pl. Em (A) Controle negativo (B) Promastigotas tratadas
com miltefosina na concentragdo de 44uM (controle positivo) (C) Promastigotas tratado
com 0,13uM TZDS (D) Promastigotas tratados com 0,26uM TZDS. Os dot plots foram
obtidos utilizando-se o programa de computador FlowJo Version V10.

Uma vez observada a exposi¢ao de fosfatidilserina no folheto externo

da membrana plasmatica em promastigotas tratados com TZDS, foram avaliados

também possiveis alteragdes no ciclo celular destas formas bioldgicas do parasito.
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Assim, no intuito de distinguir e verificar o efeito do tratamento com
TZDS no ciclo celular, foi utilizado o Pl , seguida da analise pela citometria de
fluxo. Como pode ser verificado na figura 20, numa analise superficial dos
histogramas, ja é possivel considerar que o tratamento com TZDS foi relevante na

alteracao do ciclo celular.

Promastigotas tratadas com o composto, em ambas as concentragdes
testadas (0,13uM e 0,26uM), tiveram um aumento nas células na fase sub GO de
23,67% e 14,1%, enquanto no controle negativo, as células nesta fase foram
apenas 5,12% da populagdo. Esses resultados indicam que promastigotas
tratados com TZDS estdo com DNA fragmentado em processo de morte celular
programada. Também se observou um aumento de células na fase GO, com
consequente aumento de células que estdo em fase S, mostrando que o
composto além de induzir uma morte celular que leva a clivagem ou degradacéo
de DNA, também induz a parada celular na fase S, reduzindo a capacidade da
célula de sintetizar esse DNA e conduzido a morte do parasito. Os resultados
obtidos para miltefosina, utilizada como controle positivo, também demonstram
um aumento de células principalmente na fase subGO, que ira levar,
consequentemente, a uma reducao da populacao de células nas demais fases do
ciclo celular. Dessa forma, os parasitos tratados com miltefosina ndo conseguiram
replicar seu DNA na fase S, e muito menos realizar a mitose celular, que

aconteceria em G2 (Figura 20).
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Figura 20: Analise do ciclo celular dos promastigotas de L. amazonensis apds tratamento
com TZDS. Promastigotas de L. amazonensis foram tratadas com 0,13 e 0,26uM do
composto por 24h e, em seguida, foram permeabilizadas com etanol 70%, marcadas com
Pl e o conteudo de DNA foi avaliado por citometria de fluxo. Um total de 10000 eventos
foram analisados para cada experimento. Os histogramas foram obtidos utilizando-se o
programa de computador Flow Jo Versao 10. (A) Analise do conteudo de DNA em cada
fase do ciclo celular (B) Percentual de células em cada fase do ciclo celular. O
experimento foi realizado trés vezes em ftriplicata sendo a figura representativa de 1
experimento independente. P< 0,001 (***), p< 0,01 (**) e p< 0,1 (*), diferenga significativa
comparada com o controle negativo.

Para confirmar se o tratamento dos promastigotas com TZDS induzia
fragmentagdo do DNA foram realizados ensaios da técnica do TUNEL. Os
resultados obtidos por citometria de fluxo mostraram que o tratamento com TDZS

a 0,13 e 0,26 yM aumentou significativamente a coloracdo das células com
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TUNEL em cerca de 26,72 e 29% em relagdo ao controle (9,81%). Para DNase

(5pg/mL), utilizada como controle positivo, 0 aumento observado foi de 20,37%

(Figura 21).
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Figura 21: Analise da fragmentacao do DNA em promastigotas de L. amazonensis apés
tratamento com TZDS. Promastigotas de Leishmania amazonensis foram tratados com
TZDS por 24 h. Apds esse tempo, as células foram incubadas com o kit TUNEL e a
intensidade de fluorescéncia foi avaliada por citometria de fluxo. (A) Histogramas
representativos da fragmentagcdo de DNA induzida por TDZS. (B) Células positivas
TUNEL representadas como um grafico de barras. A DNase foi usada como controle

positivo. P< 0,01 (**) e p< 0,05 (*), diferenga significativa em relagdo ao controle nao
tratado.

No intuito de avaliar se 0 mecanismo de agdo do TZDS envolve ruptura
da membrana plasmatica, evento associado a morte celular por necrose, realizou-
se a marcacdo com iodeto de propideo (Pl). No entanto, os resultados

apresentados na figura 22 mostraram que a integridade da membrana plasmatica
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dos promastigotas permaneceu inalterada apos 24h de exposi¢do ao composto,
nao indicando interferéncia do composto sobre a integridade da membrana

plasmatica do parasito.
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Figura 22: Avaliagcdo da integridade da membrana plasmatica de promastigotas de L.
amazonensis tratadas com o composto TZDS. Os parasitos foram tratados com o
composto com TZDS (0,13 e 0.26uM) por 24h e a integridade da membrana plasmatica
foi avaliada através da marcagdo com PI. Parasitos aquecidos a 60°C por 10 minutos
foram utilizados como controle positivo. Os resultados foram obtidos a partir da média de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 utilizando analise de variancia (One
way ANOVA) acompanhada de pés teste de Dunnett: P< 0,0001 (***)

Foi também avaliada a possivel ocorréncia de morte por autofagia em
promastigotas de L. amazonensis tratados com TZDS. Para isso foi realizada a
marcagao com MDC, um marcador para vacuolos autofagicos e as amostras
foram avaliadas por fluorimetria. Assim, foi observado um aumento na intensidade
de fluorescéncia para MDC na maior concentragao avaliada (0.26uM), sugerindo
a indugao de morte por autofagia nos parasitas. Como esperado, promastigotas
em fase estacionaria e miltefosina, utilizada como controle positivo, também

induziram a formacéao de vacuolos autofagicos (Figura 23).
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Figura 23: Avaliagdo do acumulo de vacuolos autofagicos apds tratamento dos
promastigotas de L. amazonensis com TZDS. Promastigotas de L. amazonensis foram
tratadas com 0,13uM e 0,26 pM do TZDS por 24h e, em seguida foram marcadas com
MDC e a intensidade de fluorescéncia foi quantificada por fluorimetria. P< 0,001 (***),
diferencga significativa comparada com o controle negativo. Os dados foram expressos
como a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

Apdés o conjunto de dados obtidos com as formas promastigotas,
tentou-se explorar o efeito de TZDS nas formas intracelulares de L. amazonensis,
mesmo sabendo que os resultados obtidos estariam associados a célula
hospedeira. Inicialmente, visto o estresse oxidativo observado apds o tratamento
das formas extracelulares, objetivou-se também verificar se a atividade
antiamastigota poderia estar relacionada a ativagao de mecanismos oxidativos na

célula hospedeira tratada.

Os resultados mostraram que nao houve alteragao, estatisticamente
significativa, nos niveis de ROS em nenhuma das concentragdes usadas,
excluindo a producédo de ROS associada ao efeito antileishmanial em macréfagos
infectados. Entretanto, como esperado, os macrofagos infectados respondem a

estimulagédo com H202 com aumento na produgao de ROS (Figura 24).
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Figura 24: Determinacdo dos niveis de ROS em macréfagos infectados com L.
amazonensis e tratados com TZDS. Macréfagos infectados com L. amazonensis foram
tratados ou nao-tratados com diferentes concentragbes do composto TZDS por 72h e
marcados com a sonda fluorescente H.DCFDA. A intensidade de fluorescéncia foi
avaliada por fluorimetria no par de filtro de 485/528nm. P<0,001 (***), diferenga
significativa comparada com o controle negativo. Os dados foram expressos como a
média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

Adicionalmente, foi verificado se o efeito antileishmanial poderia estar
relacionado a produgdo de Oxido nitrico (NO) em macrofagos infectados.
Entretanto, como pode ser verificado na figura 25, ndo houve alteragao nos niveis
de nitrito em macroéfados infectados com L. amazonensis e tratados com TZDS.
Ao contrario, o tratamento inibiu a produgao de nitrito nas maiores concentragoes,

excluindo associagao da atividade antileishmanial a produgao de NO.
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Figura 25: Avaliagéo da producédo de NO em macréfagos infectados com L. amazonensis
e tratados com TZDS. Macréfagos foram infectados com L. amazonensis e incubados
com diferentes concentragbes do TZDS. Apds 72h, os niveis de nitrito foram
quantificados pelo método de Griess. Estimulo = Como controle positivo:macréfagos
infectados e estimulados com LPS + INF-y. P<0,0001 (***), diferenga significativa
comparada com o controle de macréfagos infectados. NS: Diferenga nao significativa
entre os grupos. Os dados foram expressos como a média de pelo menos dois
experimentos independentes.

4.1.3 Analise ultraestrutural pela MEV e MET.

Apds o tratamento com TZDS nas concentragées de uma vez o IC50 e
duas vezes o IC50, as promastigotas foram analisadas por microscopia eletrénica
de transmissédo (MET) e varredura (MEV). As analises por MET para os grupos
controles e DMSO n&o evidenciaram nenhuma alteragcado ultraestrutural (figuras
26a e 26b). Para andlise por MET promastigotas tratadas com TZDS a 0,13uM
exibiram varias alteragdes visiveis (Figura 27 A - E). Vacuolos contendo material
amorfo, vacuolos com perfis membranosos € um grande vacuolo no centro
contendo estruturas membranosas e material amorfo sao observados. Goticulas
lipidicas eletrodensas do inglés lipid droplets (LD) também estao presentes. (b, c)

Estruturas vesiculares (V) na bolsa flagelar (FP) sao evidentes. O nucleo parece
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nao ser afetado. Em (c), o cinetoplasto € observado dentro de uma mitocdndria
alterada. (d) Mitocbndrias inchadas (estrela) sdo visualizadas. (e) Em maior
ampliagdo, um grande vacuolo contendo vacuolos menores com perfis

membranosos, assemelhando-se a um autofagossomo, € observado.

As alteracdes ultraestruturais observadas apds tratamento com TZDS a
0,26uM foram demonstradas na Figura 26. Em 26 (a) Vacuolos contendo material
amorfo e goticulas lipidicas eletrondensas do inglés lipid droplets (LD) s&o
observados. Numerosos perfis reticulares e vacuolos agrupados também foram
evidentes. (b) O cinetoplasto localizado-se dentro de uma mitocondria danificada.
Parece haver uma associacao entre vacuolos menores € um vacuolo maior, com
diferengas estruturais observadas onde as membranas das duas organelas estao
em estreita proximidade. Vacuolos com perfis membranosos também estao
presentes. (c) Estruturas vesiculares (V) na bolsa flagelar, flagellar pocket (FP)

sdo evidentes. (d, e, f). Além das alteracdes descritas anteriormente, perfis

membranosos na superficie externa de diferentes células sdo observados.
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Figura 26: (Analise ultraestrutural dos efeitos de TZDS a 0,13uM em promastigotas de L.
amazonensis. a) Controle demonstrando parasitos em sua morfologia alongada tipica.
(b) Interagdo com o solvente organico DMSO, sem alteragdes na morfologia dos
parasitos.

Figura 27: Anadlise ultraestrutural dos efeitos de TZDS a 0,13uM em promastigotas de L.
amazonensis. (a) Células exibindo varias alteragbes visiveis. Vacuolos (seta) contendo material
amorfo, vacuolos com perfis membranosos (ponta de seta preta) e um grande vacuolo
(asterisco) no centro contendo estruturas membranosas e material amorfo sdo observados.
Goticulas lipidicas densas em elétrons (LD) também estdo presentes. (b, c) Estruturas
vesiculares (V) na bolsa flagelar (FP) sao evidentes. O nucleo parece ndo afetado. Em (c), o
cinetoplasto é observado dentro de uma mitocéndria alterada. (d) Mitocondrias inchadas (estrela)
foram visualizadas. (e) Em maior ampliagdo, um grande vacuolo contendo vacuolos menores
com perfis membranosos (ponta de seta preta), assemelhando-se a um autofagossomo, foi
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observado.

Figura 28: Analise ultraestrutural dos efeitos de TZDS a 0,26uM em promastigotas de L.
amazonensis. (a) Vacuolos (seta) contendo material amorfo e goticulas lipidicas elétron-
densas do inglés lipid droplets (LD) foram observados. Numerosos perfis reticulares e
vacuolos agrupados (dentro do quadrado) também s&o evidentes. (b) O cinetoplasto esta
localizado dentro de uma mitocéndria danificada. Parece haver uma associagao entre
vacuolos menores e um vacuolo maior, com diferencas estruturais observadas onde as
membranas das duas organelas estdo em estreita proximidade (ponta de seta branca).
Vacuolos com perfis membranosos (ponta de seta preta) também estdo presentes. (c)
Estruturas vesiculares (V) na bolsa flagelar, flagellar pocket (FP) sédo evidentes. (d, e, f)
Além das alteracbes descritas anteriormente, perfis membranosos na superficie externa
de diferentes células (estrela) foram observados.

As alteragdes morfologicas induzidas pelo tratamento com TDZS em
promastigotas de L. amazonensis foram analisadas por MEV e as imagens foram
apresentadas na figura 29. O tratamento com TZDS induziu diferentes alterag¢des
morfolégicas nos parasitos, como rugosidade da membrana plasmatica,
encolhimento celular e redugdo no comprimento (Fig. 29-C-F). Células tratadas
com TZDS 0,26uM apresentaram estruturas semelhantes a vesiculas brotando
em diferentes regides do corpo do parasito (Fig. 29-E-F). Os controles

evidenciaram promastigotas em sua morfologia alongada tipica (Fig. 29-A-B).
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Figura 29: Analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) Promastigotas de L.
amazonensis.tratadas com TZDS (a) Controle demonstrando varios parasitos em sua
morfologia alongada tipica. (b) Interagdo com o solvente organico DMSO, sem alteracoes
na morfologia dos parasitos. (c, d) Efeito do TZDS em 0,13 yM. Células com morfologia
arredondadas (seta) e com leve rugosidade na membrana. (e, f) Efeito do TZDS em 0,26
MM. Nota-se o brotamento de estruturas semelhantes a vesiculas (cabeca de seta) em
diferentes regides do corpo do parasito.
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4.1.4 Estudos da associacdao do TZDS com miltefosina em macréfagos

infectados com L. amazonensis

Foram avaliados os efeitos da associacdo do TZDS com miltefosina no

tratamento de macrofagos infectados com L. amazonensis. Com base nos valores

obtidos de concentragdo inibitoria fracionaria () FICso) calculada para cada

esquema de associagao testado, a combinacdo do TZDS com miltefosina mostrou

ser uma interagao aditiva, com valores ) FICso variando de 1,31 a 3,63uM. Além

disso, o Clsp do TZDS associado foi menor do que o Clso do composto isolado em

todos os esquemas de associagéo avaliados (Tabela 2).

Tabela 2. Associagcao da TZDS com miltefosina em macréfagos infectados

com L. amazonensis.

Associagao
Proporgao ICs50° UM FIC®s0
de
associacao
TZDS  Miltefosina TZDS Miltefosina TZDS Miltefosina SFICCs0
4 1 1,39 (1,18-1,63) 4,22 (3,60-4,96) 0,67 2,96 3,63
3 2 1,16 (1,02-1,33) 9,44 (8,24-10,87) 0,56 0,75 1,31
2 3 0,7 (0,61-0,81) 12,80 (11,10-14,76) 0,34 1,02 1,36
0,36 (0,31-0,41) 17,30 (14,94-20,04) 0,17 1,38 1,55

Determinacdao da concentragao inibitéria fracionarias (FICs) e classificacdo da natureza da
interagdo: 2 Clso = Concentragéo inibitoria para 50% do crescimento parasitario. ® FICsy =
Concentragao inibitéria fracionaria para 50% do crescimento parasitario. ¢ ¥FICso = soma dos
FICs. Associagao do TZDS com a miltefosina em diferentes proporgdes (4:1, 3:2, 2:3 e 1:4). Os
resultados obtidos a partir de 3 experimentos independentes em duplicata. A média geral ZFIC
classifica a natureza da interagao em sinergismo, (ZFIC < 0,5) aditivo (2FIC entre > 0,5 e < 4),

antagonismo (ZFIC > 4)
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5 DISCUSSAO

Sais de triazol previamente sintetizados pelo grupo tém mostrado
resultados promissores contra cancer e leishmanioses, geralmente apresentando
grupos —CH20H3 ligados a posicéo 4 do anel triazol (Ramos et al., 2022; Stroppa
et al., 2017; Souza-Fagundes et al., 2018). Nos compostos apresentados neste
trabalho, este grupo é substituido por —-CH2OCH3 para investigar o impacto desta
substituicdo na atividade bioldgica. Os compostos TZD e TZDS foram testados
anteriormente contra o cancer de mama, e o TZDS mostrou-se promissor devido
ao seu efeito pronunciado contra células tumorais MDA-MB-231 (ICso = 6,4 M) e
sua capacidade de inibir o desenvolvimento do tumor em ensaios clonogénicos
(Paula et al., 2024).

Aqui, pela primeira vez, a acao antileishmanial in vitro do TZDS foi
investigada contra a L. amazonensis. Leishmania amazonensis é uma espécie
que assume particular importancia médica, sendo associada a manifestacbes
clinicas notavelmente diversas, incluindo leishmaniose cuténea localizada (LCL),
leishmaniose cutanea disseminada (DCL), além das formas mais graves com
resposta precaria ao tratamento, como a leishmaniose cutdnea difusa anérgica
(ACDL) e, menos frequentemente, leishmaniose mucosa e visceral (Carneiro,
Peters, 2023; Silveira et al., 2004).

O TZDS demonstrou alta eficacia contra L. amazonensis, mas sua
atividade contra outras espécies do género Leishmania (como L. infantum, L.
braziliensis e L. major) ainda precisa ser investigada. Testes adicionais podem
determinar se o composto tem um amplo espectro de agdo ou se sua eficacia é
espécie-especifica. Diferengcas na bioquimica mitocondrial e na resisténcia ao
estresse oxidativo entre as espécies podem influenciar a resposta ao TZDS
(Sundar, 2018).

O composto TZDS exibiu um efeito significativamente melhorado nas
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formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis quando comparado ao
seu precursor nao iénico, TZD. A atividade melhorada do TZDS, quando
comparado ao seu precursor ndo iénico, é provavelmente devido a presenca do
triazdlio catibnico que apresenta alta variabilidade estrutural e pode formar
interagdes eletrostaticas com componentes anidnicos na membrana celular (Song
et al., 2023). A formagédo do sal organico € essencial para a atividade contra a
leishmaniose. Estudos anteriores (Chagas et al., 2022; Meinel et al., 2020;
Stroppa et al., 2017) mostraram que, enquanto o triazol neutro era inativo, seu
derivado de sal exibia atividade promissora contra a leishmaniose. Essa
observacao foi consistente com os resultados demonstrados no nosso trabalho,
reforcando a importancia da formacdo de sal para melhorar a eficacia do

composto.

Além disso, o TZDS apresentou-se mais destrutivo para os parasitas
intracelulares do que para os macréfagos com indice de seletividade (IS ~ 34),
sendo este valor maior do que o do farmaco padrao, miltefosina (IS ~ 12). Apesar
do IS ser considerado como um dos parametros mais relevantes para a selegao
de novos farmacos com atividade em Leishmania spp, diferentes critérios tém sido
utilizados quanto a sua definicdo quantitativa. Para alguns autores (Fonseca-Silva
et al., 2016; Gervazoni et al, 2018) quando IS = 10 indica que o cmposto nao foi
toéxico para os parasitos. Para outros autores, um IS maior que 20 é considerado
adequado para selegao de novos farmacos (Araujo et al, 2019). Por outro lado,
alguns artigos compararam o Sl encontrado e o SI do medicamento de referéncia
(Bilbao-Ramos et al., 2020; Robledo et al., 2022). E importante destacar que o
TZDS cumpre satisfatoriamente o indice de seletividade, independentemente da

referéncia utilizada.

Embora o indice de Seletividade (IS) sugira um perfil seguro in vitro,
testes em modelos animais sao essenciais para avaliar a toxicidade sistémica, a
biodisponibilidade, o metabolismo e possiveis efeitos adversos do composto.
Estudos in vivo podem revelar interagdes do TZDS com sistemas fisioldgicos,

potencial hepatotoxicidade, nefrotoxicidade ou imunomodulagdo que nao séao
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evidentes em cultura celular (Pawar, 2023).

Considerando os resultados promissores com TZDS, foi decidido
investigar detalhadamente os efeitos bioldgicos, visando identificar os
mecanismos envolvidos na morte celular do parasito induzida pelo composto.
Entao, inicialmente nossos estudos foram focados na investigagdo dos disturbios
mitocondriais e suas consequéncias, visto que esta organela pode ser apontada
como um dos reguladores mais importantes envolvidos na morte celular de
parasitos tripanosomatideos como Leishmania spp. (Fidalgo; Gille, 2011; Menna-
Barreto; De Castro, 2014). Diferentes das células de mamiferos, os
tripanossomatideos apresentam uma Unica mitocondria e, portanto, a
sobrevivéncia e proliferacdo dos mesmos dependem do funcionamento adequado
dessa organela para desempenhar varios processos metabdlicos essenciais,
incluindo a geracao da energia necessaria na forma de trifosfato de adenosina
(ATP).

Neste estudo, as promastigotas tratados com TZDS apresentaram
hiperpolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial, a qual foi detectada 6
horas ap6s a adi¢ao do farmaco e sustentada em 24 horas de tratamento. O AWm
€ essencial para a manutengdo e regulacdo da fungdo fisioldgica da cadeia
respiratéria, e variagdes significativas no AWm esgotam a energia das células com

subsequente morte do parasito.

A hiperpolarizagdo mitocondrial pode ser um evento transitorio antes do
colapso total da mitocéndria, estudos em tempos mais longos poderiam
esclarecer se o AWYm continua aumentando, se ha um colapso subsequente e se
isso esta associado a uma perda da integridade mitocondrial, liberacdo de proé-
apoptoticos ou cessacdo completa da atividade respiratoria. Ensaios adicionais
com tempos de incubagao superiores a 24h, acompanhados por marcadores de

apoptose, poderiam fornecer essas respostas (Rokitskaya et al., 2019).
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Para avaliar a possivel inducdo da formacdo de ROS em resposta ao
TZDS, o ROS foi avaliado no inicio (6h) e no final (24h) apds o tratamento. Nenhuma
alteracao nos niveis de ROS foi detectada apds 6 horas de tratamento, no entanto,
um aumento significativo na geracdo de ROS ocorreu apés 24 horas de tratamento.
Portanto, nossos resultados revelaram que a hiperpolarizagdo do AWYm €& um evento
que ocorre principalmente na mitocéndria, sendo implicado no desencadeamento do

acumulo de ROS.

Alteragdes semelhantes foram observadas em Leishmania tratada com
outros sais de triazolio (Baldissera et al., 2023; Chagas et al., 2021; Figarella et al.,
2015). Outros estudos sobre os sais de triazois, sugerem que o efeito eletrénico
mitocondrial mais forte dos sais de 1,2,3-triazdlico em células tumorais se
correlacionou com seu efeito protonoférico, exibindo uma atividade de
desacoplamento pela transferéncia de prétons através da membrana mitocondrial
(Rokitskaya et al., 2019).

E plausivel que a hiperpolarizacdo observada possa caracterizar uma
maior atividade mitocondrial, resultante de um maior fluxo através da cadeia de
transporte de elétrons que pode ser responsavel pelo aumento de radicais de
oxigénio encontrados. De acordo com os dados da literatura, a hiperpolarizagao do
potencial da membrana mitocondrial com consequente aumento na produgao de
cadeia respiratoria. Certamente, tanto a diminuicio de AWm quanto a
hiperpolarizagao culminam na morte celular do parasita, demonstrando a importancia
da manutencdo de AWm adequado para a sobrevivéncia desses parasitas
(Baldissera et al., 2023; Mehta, Saha, 2004).

Em seguida, foram explorados se a disfungdo mitocondrial e o estresse
oxidativo afetavam o funcionamento de outras organelas e estruturas indispensaveis
a sobrevivéncia do parasita. Sabe-se que a geragdao excessiva de ROS

desencadeada pela disfungéo mitocondrial pode levar a oxidagao lipidica, causando
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perturbagcdes no metabolismo lipidico dos parasitas (Scariot et al., 2017). Corpos
lipidicos sdo organelas dinamicas responsaveis pelo armazenamento de lipidios
neutros como triacilglicerol e ésteres de colesterol no citoplasma celular sob
condicbes homeostaticas, sendo que dentre as varias funcgdes, tem o papel de servir
como fontes de energia de acidos graxos e depdsitos de colesterol (Lee et al. 2013).
Entretanto, a formacdo excessiva dessas estruturas € caracteristica de suprir
necessidades energéticas em condicbes de estresse como as geradas pela
disfungdo mitocondrial induzida por drogas (Almeida-Souza et al., 2020; Antinarelli et
al. 2023; Chagas et al. 2022). De fato, um aumento dos niveis de lipidios neutros
apoés o tratamento com TZDS foi detectado por fluorimetria, o que também foi
corroborado por imagens de MET que mostraram a presenga dessas estruturas no
citoplasma de promastigotas. Assim, a exacerbagdo na formagao dessas organelas
pode estar ligada a uma tentativa de proteger a célula contra o estresse oxidativo

causado pelo mau funcionamento mitocondrial (Lee et al. 2013, Henne et al. 2018).

Para uma melhor compreenséao dos efeitos do TZDS em promastigotas
de L. amazonensis, caracteristicas dos mecanismos de morte celular foram entdo
avaliadas. Alteragbes morfolégicas em parasitas tratados com TZDS foram evidentes
na analise MEV, a qual revelou intensas alteracbes morfolégicas em parasitas, como
rugosidade da membrana plasmatica, encolhimento celular e redugdo no
comprimento. Processos semelhantes de desorganizagdo citoesquelética foram
descritos na literatura apds exposigdao a medicamentos, incluindo derivados de
triazois. Essas alteragdes morfolégicas foram associadas a perda da integridade
citoesquelética desencadeada por um sinal apoptético (Aureliano et al., 2018;

Jiménez-Ruiz et al., 2010).

A ocorréncia de morte celular também pode ser reconhecida no nivel
da membrana celular pela perda de assimetria da membrana plasmatica. Essas
modificagdbes da membrana do parasita sdao geralmente detectadas pela
externalizacdo de fosfolipidios anidnicos para a superficie celular, principalmente

moléculas de fosfatidilserina (PS) que se translocam para o exterior da membrana
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celular como uma caracteristica apoptética precoce. Entdo, a marcacido com anexina
V-FITC permite que se ligue a fosfatidilserina (PS). Ao associar também o iodeto de
propidio (Pl), & possivel detectar células com permeabilidade de membrana alterada,
indicativa da ocorréncia de estagios tardios de apoptose ou mesmo necrose. Em
relagdo aos resultados, o tratamento com TZDS induziu principalmente apoptose-like
(seja precoce ou tardia) em vez de necrose. Esse forte efeito na membrana
plasmatica pode ser devido as interagdes eletrostaticas do sal de triazdélio com
componentes aniénicos na membrana do parasita. As propriedades protonoféricas
do cation triazdlio sédo criticas para transportar protons através das membranas

lipidicas para exercer sua agao biolégica (Rokitskaya et al., 2019).

Compostos derivados da estrutura triazol ja foram associados a
interrupgéo do ciclo celular em Leishmania spp. Corroborando com esses resultados,
foi verificado que o tratamento com TZDS também promoveu alteragdes
significativas no ciclo celular em promastigotas, induzindo um aumento expressivo
na propor¢dao de células na fase sub GO0/G1, seguido pela diminuigdo da
subpopulacao na fase G1 e aumento da subpopulacido na fase S, com consequente
inibicdo na sintese de DNA que influencia negativamente o crescimento do parasita.
O TZDS pode estar interferindo na atividade das DNA polimerases, impedindo a
sintese de novo DNA.Outra possibilidade é a inibicdo da topoisomerase | ou II,
enzimas responsaveis por aliviar o superenrolamento do DNA durante a replicacdo.O
acumulo de células na fase sub GO/G1 do ciclo celular é um forte indicio da
presencga de células com DNA fragmentado, uma marca registrada do processo de
morte celular por apoptose. Associada a analise do ciclo celular, o dano nuclear
irreversivel causado pela degradacdo do DNA foi reafirmado pelo ensaio TUNEL
(Scariot et al., 2017, Stroppa et al., 2017).

Também foram avaliados se a autofagia poderia ser induzida
diretamente pelo efeito do TZDS em parasitas. Na autofagia, a homeostase celular é
mantida pela degradacao de proteinas e organelas danificadas em uma tentativa de
remodelar/remover constituintes celulares anormais. Em condicbes de estresse

celular, incluindo a presencga de agentes farmacoldgicos, a autofagia atua como um
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mecanismo de sobrevivéncia celular, mas também pode desencadear a morte
celular se for exacerbada. Por sua vez, o composto gerou vacuolos autofagicos em
parasitas detectados pelo aumento da fluorescéncia na coloracdo MDC. Além disso,
outra indicagao clara de que o processo autofagico esta ocorrendo € o aparecimento

de estruturas semelhantes a autofagossomos por imagens MET.

Dados anteriores da literatura envolvendo a acgao antileishmania de
moléculas de triazol revelaram a capacidade deste grupo funcional em desencadear
a morte celular por apoptose e autofagia, o que pode gerar um efeito sinérgico em
parasitas (Scariot et al., 2017, Stroppa et al., 2017). Por exemplo, o cetoconazol tem
sido relacionado a morte celular induzida por apoptose, bem como a exacerbacao da
autofagia em promastigotas de L. amazonensis (Nunes et al., 2022). As moléculas
de triazol acopladas a ergosterona apresentaram alguns fenétipos semelhantes a
apoptose, especialmente a exposicdo a fosfatidilserina, dano ao DNA que foi
mediado pelo aumento da autofagia (Figarella et al., 2015). Recentemente,
Basmaciyan e colegas (2018) evidenciaram que a miltefosina, um indutor classico de
apoptose semelhante em Leishmania spp., inicia o processo de morte celular por
meio da formagao precoce de vacuolos autofagicos que culminam, apds estresse
prolongado, no desencadeamento da morte celular apoptética (Basmaciyan et al.,
2018).

Baseado nestes resultados, a hipétese para a atividade antileishmanial
estd mais relacionada aos efeitos diretos do composto sobre o parasito, induzindo
inicialmente alteragdes do potencial de membrana, do que a agado de ativacédo de
mecanismos oxidativos de destruicdo pelos macréfagos infectados, visto que néo
foram encontrados ROS e NO em quantidades estatisticamente significantes em
cultura macrofagos infectados com L.amazonensis, tratados com TZDS. A figura 30
resume os resultados encontrados nos ensaios de esclarecimento dos mecanismos

de ag¢ao do composto TZDS em promastigotas L. amazonensis.
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Figura 30: Resumo esquematico dos resultados para pesquisa de mecanismo de agao
do composto TZDS. Nas concentragdes de Uma vez o IC50 e duas vezes o ICso, houve
surgimento de corpusculos lipidicos, hiperpolarizagdo de membrana mitocondrial,
fragmentacdo do DNA, formagdo de vacuolos autofagicos, aumento da produgao de
ROS, parada do ciclo celular, exposicdo de fosfatidilserina. Softwe powerpont. Fonte
prépria autora.

A associacdo terapéutica de farmacos tem sido considerada uma
abordagem promissora para melhorar a eficacia dos tratamentos de monoterapia,
reduzindo a toxicidade, os efeitos colaterais e a resisténcia aos farmacos (Antinerelli
et. al., 2015; OPAS, 2022). Assim, para incrementar a agao antileishmania do TZDS,
foi também avaliado o efeito de sua combinagdo com miltefosina. Estes resultados
demonstraram efeito aditivo entre TZDS e miltefosina em macrofagos infectados por
L. amazonensis, demonstrando o aumento do potencial antileishmanial do TZDS.
Esses resultados sao relevantes, pois mesmo efeitos aditivos em associagdes
medicamentosas podem representar melhora significativa nas condigdes clinicas dos
pacientes quando doses reduzidas de cada farmaco podem atingir o mesmo
resultado terapéutico, além de limitar a toxicidade e os efeitos colaterais, e reduzir a

chance de resisténcia aos farmacos (Sun et al., 2016; Triconi et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o composto TZDS apresenta
atividade antileishmanial promissora, com alta seletividade para o parasito,
especialmente contra a forma amastigota, a forma clinicamente relevante. Os
estudos de modo de agao indicam que o composto atua por multiplos mecanismos,
incluindo disfuncdo mitocondrial e inducao de morte principalmente por apoptose-
like. Esses resultados encorajam a continuidade dos estudos para avaliar a eficacia
in vivo do TZDS no tratamento da leishmaniose em modelos murinos de infeccéo por

Leishmania.
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