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RESUMO

As leishmanioses afetam cerca de 12 milhGes de pessoas e
constituem um problema de salde mundial. Faz-se necessario o
desenvolvimento de metodologias para o estudo de novas entidades
quimicas ativas contra a doenca e que sejam menos laboriosas, mais
rapidas, sensiveis e compativeis com a automagdo. No presente trabalho,
realizou-se a transfeccdo de forma integrativa do gene da pB-
galactosidase em trés espécies de Leishmania (L. (L.) infantum, L. (V)
braziliensis e L. (L.) amazonensis) com o objetivo de padronizar um
ensaio colorimétrico rapido e sensivel para triagem de compostos contra
amastigotas intracelulares de L. (V.) braziliensis. A transfeccdo dos
parasitos ndo alterou suas caracteristicas biol6gicas avaliadas pelo
crescimento de promastigotas em cultura, a infectividade para células
THP-1 e para camundongos Balb/c em nenhuma das cepas
transfectadas. A atividade da enzima medida através de ensaio
colorimétrico mostrou correlacdo direta entre a leitura e 0 nimero de
parasitos. A expressdo da enzima foi estavel nas linhagens selecionadas,
mesmo na auséncia da pressdo do antibiético de selecdo, indicando a
integracdo do gene que foi confirmado através de PCR. Ensaios de
atividade enzimatica utilizando promastigotas mostraram um limite
inferior de deteccdo de 780 parasitos por cavidade, permitindo a
determinacdo da atividade enzimatica em amastigotas intracelulares. A
transfeccdo em L. (V.) braziliensis ndo alterou a susceptibilidade aos
farmacos leishmanicicas de uso clinico: anfotericina B e miltefosina.
Contudo, o processo de transfecgdo provocou a resisténcia dos parasitos

aos farmacos paromomicina e glucantime, 3 a 10 vezes acima da I1Cs da



cepa parental. Os resultados obtidos pela metodologia colorimétrica
foram semelhantes aos obtidos pela metodologia classica de contagem

através de microscopia, pasronizando assim o ensaio.

Palavras chave: Leishmaniose, Leishmania (V.) braziliesis, -

galactosidase, Ensaio colorimétrico.



ABSTRACT

Leishmaniasis affects about 12 million people worldwide and
represents a global health problem. It is necessary the development of
less laborious, faster and more sensitive and compatible with automation
methods for the study of new active compounds against the disease. In
this present study, we transfeceted in a integrative form the pB-
galactosidase in three species of Leishmania (L. (L.) infantum, L. (V)
braziliensis e L. (L.) amazonensis) aiming the standardization of a
reproducible, fast and sensitive colorimetric assay for screening of
compounds active against intracellular amastigotes using the transfected
strain of L. (V.) braziliensis. Transfection did not alter the parasite’s
biological characteristics evaluated by promastigote growth in culture,
infectivity on THP-1 cells and on Balb/c mice for any of the transfected
strain. The enzymatic activity measured by colorimetric assay showed
direct correlation between the reading and the number of parasites.
Enzymatic expression was stable under the selected strains even in the
absence of the selection antibiotic pressure, indicating the integration of
the gene, which was confirmed by PCR. Enzymatic activity assay using
promastigotes showed a lower limit of 780 parasites per well, allowing
the determination of the enzymatic activity in intracelular amastigotes.
Transfection in L. (V.) braziliensis did not alter the susceptibility to the
drugs: amphotericin B and miltefosine. However the trasnfection
process led to resistance to the drugs paromomycin and glucantime, 3 to

10 times higher from the ICsq of the wild type parasite. Results obteined



by the colorimetric assay were similar to the ones obteined by the
classical methodology of microscopic counting, validating the assay.

Key words: Leishmaniasis, Leishmania (V.) braziliensis, pB-

galactosidase, Colorimetric assay.
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INTRODUCAO

As leishmanioses constituem um grupo de doencas clinicamente
diversas causadas por protozoarios parasitos do género Leishmania, que
sdo transmitidos entre hospedeiros mamiferos através da picada de
insetos fémeas de flebotomineos. Estima-se em 12 milhdes o nimero de
pessoas infectadas e em 350 milhdes o nimero de individuos que vivem
em areas com risco de contagio (OMS, 2010). Em 2012, foram
estimados 300 mil casos de leishmaniose visceral (LV) com mais de 20
mil mortes/ano e 1 milhdo de casos de leishmaniose tegumentar (LT),
além de cerca de 350 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco de
transmissao nos seis paises que possuem mais de 90% dos casos de LV
(OMS, 2012). Fatores como migracdo e mobilidade crescente de
individuos de areas afetadas, mudancas climaticas globais e a falta de
uma vacina efetiva contribuem para a expansdo e urbanizacgdo da doenca
(OMS, 2010; SERENO et al., 2007).

O tratamento das leishmanioses é realizado com farmacos
antimoniais pentavalentes, antimoniato de meglumina (Glucantime®) e
Estibogluconato de sédio (Pentostam®) ha mais de 60 anos no mercado,
sendo que esse Ultimo ndo é comercializado no Brasil (CROFT;
YARDLEY, 2002; KAYSEL-CRUZ et al, 2009). Este tratamento possui
eficacia limitada e causa efeitos adversos variados, além de ja ter sido
relatada a resisténcia de algumas espécies de Leishmania a estes
farmacos em algumas regides do mundo (ALVAR; CROFT; OLLIARO,
2006). A anfotericina B, antiflingico poliénico, é o farmaco de segunda
escolha, indicado principalmente no tratamento de lesbes mucosas e de

recidivas, porém possui elevada toxicidade e, por isso, seu uso é
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limitado (GONTIJO; CARVALHO, 2003; CORRALES et al., 2010).
Devido ao limitado arsenal terapéutico atual, a complexidade
epidemioldgica da doenca e auséncia de uma vacina eficaz, a busca de
novas moléculas ativas contra esta parasitose é imperativa. Os esfor¢os
para este fim baseiam-se majoritariamente na selecdo de compostos de
origem  natural ou  sintética, capazes de inibir o
crescimento/multiplicacdo do patégeno in vitro, muitas vezes utilizando-
se formas promastigotas do parasito. A validade desses resultados é
limitada em virtude da baixa correlagdo dos resultados obtidos em
promastigotas, em relacéo aos amastigotas intracelulares no contexto da
doenca humana (SERENO et al., 2007, GUPTA; NISHI, 2011).
Diferencas bioquimicas entre as formas, bem como a auséncia do
ambiente intracelular natural encontrado in vivo pelo parasito, sdo
entraves importantes desta abordagem (MONTE-ALEGRE; OUAISSI;
SERENO, 2006). Ensaios com amastigotas intracelulares sao desejaveis,
uma vez que mimetizam a condi¢do intracelular do parasito no
hospedeiro humano (KAYSEL-CRUZ, 2009). Apesar disso, 0s métodos
cléssicos de quantificacdo dos parasitos intracelulares sdo laboriosos e
sujeitos a inacuracia. Um exemplo disso é a técnica de contagem
microscdpica, apds coloracdo das células infectadas pelo método de
Giemsa, desenvolvida por Berman e Lee (1984), e é utilizado até hoje.
Tais limitagOes claramente impedem seu emprego para a avaliagdo de
um grande ndmero de compostos (FUMAROLA; SPINELLI;
BRANDONISIO, 2004; GUPTA; NISHI, 2011; REIMAO et al, 2015).
Desta forma, uma metodologia que possa ser semi-automatizada
ou automatizada e que viabilize a avaliacdo de compostos focando no

estagio de amastigota intracelular de um modo simples, rapido,
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reprodutivel e economicamente vidvel terd uma grande contribuicdo no
campo da triagem e estudo de compostos leishmanicidas.

Um teste colorimétrico utilizando a cepa de L. (L.) amazonesis
transfectada com o gene da p-galactosidase foi recentemente
desenvolvido no Laboratério de Protozoologia da Universidade Federal
de Santa Catarina (TONINI, 2013). Esta espécie e cepa foram
preconizadas pela Research Initiative on Natural Products Against
Neglected Diseases (ResNetNPD) como modelo para a triagem de
compostos leishmanicidas devido a sua facilidade de cultivo in vitro.
Entretanto, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis sdo as espécies de
maior importancia epidemioldgica, ndo apenas por responderem por
mais de 80% dos casos de leishmaniose cutanea, mas também por serem
os agentes etiolégicos da forma mucocutanea da doenga (MINISTERIO
DA SAUDE, 2013; GOTO; LINDOSO, 2010; OMS, 2010).

Considerando que L. (V.) braziliensis é a espécie prevalente no
pais, e que a resposta ao mesmo farmaco é distinta entre as diferentes
espécies, a implementacdo de um ensaio de atividade leishmanicida
utilizando L. (V.) braziliensis transfectada com o gene da pB-
galactosidase é de grande relevancia na busca de novos farmacos

antiparasitarios.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Leishmanioses

1.1.1 Histérico

As leishmanioses sdo clinicamente diversas de doengas causadas
por aproximadamente vinte espécies de protozoarios parasitos do género
Leishmania. (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) cuja transmissdo entre
hospedeiros mamiferos se di através da picada de insetos fémea de
flebotomineos (Diptera: Pschycodidae). As leishmanioses sdo zoonoses
que afetam mamiferos silvestres e domésticos e acometem o homem de
forma acidental, sendo este 0ltimo muitas vezes considerado o
disseminador da doenca (ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003,
KEVRIC; CAPPEL; KELLING, 2015; GONZALEZ et al, 2015).

Conhecida no velho mundo como “botdo-do-oriente”, existem
relatos de lesdes compativeis com as de leishmaniose cutanea em tbuas
da biblioteca do rei Ashrbanipal, datado do século VII a.C.. Existem
descricdes detalhadas do botdo-do-oriente feitas por um médico arabe e
datadas do século X d.C.. (COX, 2002). A leishmaniose visceral,
caracterizada por emagrecimento progressivo, febre, anemia e
esplenomegalia, é facilmente confundida com outras doengas,
especialmente a malaria. Até a descoberta do parasito, Leishmania
donovani, por  William Leishman e Charles Donovan,
independentemente, em 1900, os médicos estavam convencidos que 0
calazar era uma forma virulenta da malaria (COX, 2002).

Pecas de cerdmica originarias do Peru e Equador (huacos),
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datadas da época pré-colombiana e encontradas em 1985 por Virchow,
retratando rostos humanos com deformacdes graves bastantes similares
as causadas pela leishmaniose muco-cutdnea sugerem que a
leishmaniose nas Américas é uma doenca antiga. Originalmente, foi
pensado que as espécies causadoras de leishmaniose no novo mundo
fossem as mesmas do velho mundo, mas, em 1911, Gaspar Vianna
descobriu que os parasitos da América do Sul eram diferentes daqueles
encontrados na Africa e na India, e descreveu uma nova espécie,
Leishmania braziliensis (VIANNA, 1911). Desde entdo, um grande

namero de outras espécies Unicas no Novo Mundo foi descrito.

1.1.2 Biologia do parasito

Pelo menos vinte espécies sdo patogénicas para humanos e trinta
espécies de flebotomineos sdo vetores confirmados (DESJEUX, 2004;
BOELAERT; SUNDAR, 2013). Na Amazobnia brasileira, que tem a
maior variedade de espécies do parasito no mundo e 0 maior nimero de
casos de infeccdo do pais, a doenga é causada, principalmente, por seis
espécies do subgénero Viannia (L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.
(V) shawi, L. (V.) laisoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) linderberg) e uma
espécie do subgénero Leishmania (L. (L.) amazonensis) (SILVEIRA et
al., 2009; BRITO et al., 2012).

Os hospedeiros vertebrados sdo infectados quando formas
promastigotas metaciclicas sdo regurgitadas pelas fémeas de
flebotomineos durante o repasto sanguineo. As formas promastigotas
metaciclicas, que sdo resistentes a lise pelo complemento, se aderem a

membrana dos macrdfagos e sdo fagocitadas por estes. Dentro do
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macrdfago, as formas promastigotas se transformam em amastigotas,
que se multiplicam sucessivamente dentro do vacuolo digestivo,
ocasionando o rompimento da célula e liberando os amastigotas para o
meio extra-celular, onde eles serdo fagocitados por outros macrofagos
(CUNNINGHAM, 2002).

Quando a fémea do flebotomineo se alimenta de um animal
infectado, ela ingere os amastigotas e macrofagos infectados presentes
no sangue. No trato digestivo do inseto, as formas amastigotas se
transformam em promastigotas flagelados mdveis que se proliferam
através de divisdo binaria. Apds aproximadamente uma semana do
repasto sanguineo ocorre o processo de metaciclogénese, com o
surgimento de parasitos ndo proliferativos: 0s promastigotas
metaciclicos (CUNNINGHAM, 2002; WILLIAMS et al., 2006;
MURRAY; BERMAN; SARAVIA, 2005; SHARMA, SINGH, 2010).

O ciclo de vida do parasito esta esquematizado na figura 1.
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Figura 1 - Ciclo biolégico de Leishmania sp.

Estagios no mosquito Estagios no Humano
° Repasto sanguineo o Promastigotas sdo
fagocitados por

Promastigotas se y macréfagos
e dividem e migram \ 7 k ¢

pra probdcite

o

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro
dos macréfagos

e Amastigotas se transformam
em promastigotas

®: @@ Amastigotas se
multiplicam nas células
infectadas

G Ingestdo de
células infectadas { )
o Repasto sanguineo.
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1.1.3 Patogenia e manifesta¢des clinicas

As leishmanioses podem ser divididas em dois grandes grupos: as
Leishmanioses Dermotrdpicas/Mucotropicas (tegumentares) e as
Leishmanioses Viscerotropicas. O primeiro grupo denomina-se assim
porque afeta principalmente a pele e mucosas das vias aéreas superiores,
sendo clinicamente reconhecidas trés apresentagcfes: a leishmaniose
cutanea (LC), a leishmaniose muco-cutanea (LMC) e a leishmaniose
cutanea difusa (LCD). As formas viscerotrépicas afetam 6rgéos internos
como baco, figado, linfonodos e medula Gssea, sendo comumente
denominada de “calazar” ou “febre de dum-dum” (ALTAMIRANO-
ENCISO et al., 2003). O principal determinante da forma da doenca é o
parasito, embora as condicbes imunoldgicas do hospedeiro e
caracteristicas do vetor também tenham sua importancia (MURRAY;
BERMAN; SARAVIA, 2005; KEDZIERSKI; EVANS, 2014).

A classificacdo das leishmanioses é feita de acordo com a
apresentacdo clinica da doenca, sendo que o principal fundamento para
essa classificacdo é o tropismo de determinadas espécies de Leishmania
para locais do corpo do hospedeiro (MURRAY et al., 2005). A forma
tegumentar da doenca é a mais prevalente, sendo que suas
subclassificag@es clinicas (LC, LMC e LCD) sdo classificadas de acordo
com a extensao e persisténcia das lesdes observadas na derme.

A forma cutnea da doenca (LC) (figura 2A) é a forma mais
prevalente da doencga. Apds periodo de incubacéo, aparece uma pequena
papula indolor bem delimitada, de bordas elevadas e fundo granuloso,
acompanhada de prurido e linfonodomegalia local. Esta lesdo pode se

curar espontaneamente ou desenvolver-se para as outras formas da
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doenca (REITHINGER et al., 2007, MURRAY et al, 2005, SOONG;
HENARD; MELBY, 2012).

A leishmaniose muco-cutdnea (LMC) (figura 2B) € uma variacdo
da LC onde acontece a destruigdo progressiva de mucosas, mais
comumente nas mucosas de nariz, faringe, boca e laringe, com
comprometimento, muitas vezes, desfigurante das cartilagens (GOTO;
LINDOSO, 2010). Das espécies relacionadas com as leishmanioses
muco-cutaneas, a Leishmania V. braziliensis é a mais prevalente no
homem (GONTHO; CARVALHO, 2003; GOTO; LINDOSO, 2010,
OMS, 2010).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) produz nédulos ndo
ulcerados, disseminados por todo o corpo e a disseminagdo,
supostamente, ocorre devido a anergia imunolégica de alguns individuos
aos antigenos do parasito (AMEEN, 2010; GOTO; LINDOSO, 2010).
Essa forma da doenga pode ser causada por varias espécies, como L. (L.)
amazonensis, L. (L.) mexicana e L. (L.) venezuelensis (CROFT;
YARDLEY, 2002).

Apesar de ndo ser considerada fatal, a forma tegumentar das
leishmanioses ocasiona elevadas taxas de morbidade, podendo causar
lesBes desfigurantes nos individuos acometidos, comprometendo, assim,

sua qualidade de vida.

A forma visceral (LV) (figura 2C) é a forma mais grave da
doenca, caracterizada pelo comprometimento do figado, baco e medula
6ssea. Os sintomas incluem febre, perda de peso e
hepatoesplenomegalia. Em alguns casos, o individuo pode permanecer
assintomatico por um longo periodo de tempo, chegando a ficar

assintomatico por décadas. O &bito ocorre devido a co-infecgdes
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decorrentes do comprometimento do sistema imunolégico, além do
sangramento massivo ou anemia severa (CLEM, 2010). No Brasil, essa

forma da doenca é causada exclusivamente pela L. (L.) infantum.

Figura 2 - Manifestacdes clinicas da leishmaniose — (A) Forma cuténea classica; (B) Muco-cutanea com
perda da mucosanasal; (C) Visceral.

Fonte: OMS. Retirado de: http://www.who.int/leishmaniasis/clinical forms leishmaniases/en/ acesso em 01/05/2014, as 09:03

1.1.4 Diagnéstico

O Ministério da Saide, no Manual de Controle da Leishmaniose
Tegumentar Americana (MINISTERIO DA SAUDE, 2013), preconiza
que o diagndstico deve se basear na evidenciacdo do parasito e em
provas imunolégicas. A evidenciagdo do parasito é feita através de
exames diretos e indiretos, cujo material pode ser retirado da pele,
mucosa ou ganglios acometidos. Para a pesquisa direta do parasito
devem ser utilizados os procedimentos de escarificacdo, bidpsia com
impressao por aposi¢do e puncdo aspirativa. Esses materiais podem ser
corados para microscopia ou inoculados em hamsters. O diagnostico

imunolégico pode ser feito através da intradermorreacdo de
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Montenegro, imunofluorescéncia indireta (IFI) e teste imunoenzimatico
(ELISA), sendo que esses ultimos devem ser realizados em centros de
referéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Também podem ser
feitos testes moleculares como a PCR e a caracterizagdo das especies em
isolados de cultura ou in situ, por meio de diferentes técnicas como a
PCR, anticorpos monoclonais e eletroforese de isoenzimas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O diagnostico laboratorial da leishmaniose cutdnea baseia-se
principalmente na pesquisa de parasitos no esfregaco das lesGes. Pode-
se também realizar a intradermorreacdo de Montenegro, que é uma
reacdo de hipersensibilidade tardia. Esse teste consiste em injetar por via
intra-dérmica um antigeno padronizado de Leishmania na face anterior
do brago. Apds 48 - 72 horas a reacdo é considerada positiva se a
enduracgdo for maior que 5mm.

A ulceracdo tipica da leishmaniose tegumentar recebe 0 nome de
“Olcera com bordas em moldura” e é caracterizada como uma ulcera
com bordas elevadas, infiltradas e de coloracdo eritematoviolacea. O
fundo da Ulcera é constituido por granulagbes vermelhas e,
frequentemente, recoberto por secregfes serosas ou seropurulentas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Entretanto, a leishmaniose
tegumentar americana também produz um amplo espectro de lesdes,
podendo simular outras doengas como piodermites ou micoses
superficiais. Esse espectro torna, muitas vezes, o diagnostico clinico
bastante dificil (GONTIJO; CARVALHO, 2003; MINISTERIO DA
SAUDE, 2013)

O diagndstico clinico de leishmaniose visceral deve ser

suspeitado quando o paciente apresentar febre e esplenomegalia
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associado ou ndo a hepatomegalia. Na fase inicial da doenca, a
sintomatologia varia de paciente para paciente, sendo que na maior parte
dos quadros, inclui febre com durag&o inferior a quatro semanas, palidez
cutineo mucosa e hepatoesplenomegalia. Em areas endémicas, uma
pequena propor¢do de individuos pode apresentar um quadro clinico
discreto, de curta duragdo, que frequentemente evolui para uma forma
oligossintoméatica (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

O diagnostico laboratorial mais utilizado no Brasil para a forma
visceral da leishmaniose sdo os testes soroldgicos (ELISA e IFI) e o
diagnostico conclusivo se da pela demonstragdo do parasito por métodos
parasitolégicos e/ou PCR a partir de puncéo aspirativa da medula 6ssea.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

A intradermorreacdo de Montenegro, ao contrario do que ocorre
na leishmaniose tegumentar, é negativa durante todo o curso da doenga,

podendo positivar apés a cura clinica do paciente.

1.1.4 Epidemiologia

A doenca estd amplamente distribuida no mundo, ocorrendo de
forma endémica em 98 paises tropicais e subtropicais e sua notificacao é
compulsoéria em apenas 30 deles. Estima-se que aproximadamente 350
milhGes de pessoas residem em areas com risco de infeccdo e que a
leishmaniose visceral cause mais de 50 mil 6bitos anuais (OMS, 2010;
OMS, 2013).

A OMS (2010) estima que a incidéncia anual é de
aproximadamente 2 milhdes de novos casos (aproximadamente 500 mil

casos de leishmaniose visceral e 1,5 milhdo de casos da forma
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tegumentar). Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em seis paises:
Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Suddo e Nepal (OMS, 2010, 2013).
Para a LC, mais de 90% dos casos ocorrem no Afeganistdo, Algéria, Ira,
Arébia Saudita, Siria, Bolivia, Brasil, Colémbia, Nicaragua e Peru. A
frequéncia de LCD e LMC é maior na América do Sul. Focos
relativamente menores tanto de LC quanto de LV estdo na regido
mediterranea da Europa (OMS, 2010, 2013).

No Brasil, durante muito tempo a LV foi considerada uma doenca
rural, entretanto, vem emergindo com proporc¢des epidémicas em areas
urbanas do pais devido a ondas migratorias rural-urbanas e as condi¢des
sociais precérias, associadas a alta soro-prevaléncia da doenca em
caninos e a adaptabilidade do vetor Lutzomya longipalpis a estas
condicdes (LAINSON; RANGEL, 2005; WERNECK et al., 2007;
HARHAY et al., 2011). A LV, no Brasil, é causada apenas pelo parasito
da espécie L. (L.) infantum. J& a LC possui diversos agentes etiolégicos,
sendo os principais L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.
guyanensis (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Segundo as bases de dados do DATASUS 3.470 casos de
leishmaniose visceral humana foram confirmados no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan) no ano de 2013 em todo
o territério nacional. No mesmo periodo de 2013, foram confirmados

18.675 casos de leishmaniose tegumentar em todo o territ6rio nacional.

1.1.5 Tratamento

Atualmente, a quimioterapia para o tratamento das leishmanioses

inclui farmacos antimoniais pentavalentes, anfotericina B, pentamidina,



42

miltefosina, paromomicina e farmacos antifingicos do grupo dos azdis
(CROFT; COOMBS, 2003; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006,
MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Os farmacos de primeira escolha sdo o0s antimoniais
pentavalentes, antimoniato de meglumina (Glucantime®) e
estiboglucanato de sédio (Pentostam®) (figura 3), sendo que esse Ultimo
ndo é comercializado no Brasil. Esses farmacos foram introduzidos na
clinica em 1945 e sdo efetivos no tratamento de diversas formas de
leishmaniose (CROFT; COOMBS, 2003), apesar de terem sido relatadas
diferencas intrinsecas na sensibilidade a esses farmacos de acordo com a
espécie do parasito (CROFT; SUDAR; FAIRLAMB, 2006).Nos ultimos
15 anos, tém sido relatados diversos casos de LV resistente aos
antimoniais na India (SUNDAR, 2001; SUNDAR et al., 2000;
OBONAGA et al., 2014).

Figura3 — Farmacos Antimoniais Pentavalentes — (A) Estibogluconato de
Sadio; (B) Antimoniato de Meglumina
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No Brasil, 0 Ministério da Saude (2013) recomenda doses que
variam de 10 a 20 mg Sbh°*/kg/dia, sugerindo uma dose de 15 mg
Sb>*/kg/dia, tanto para criangas como para adultos, por 20 dias seguidos.
Apbés o tratamento, se ndo houver cicatrizacdo da ferida nas
leishmanioses tegumentares, em até 12 semanas, recomenda-se que 0
paciente seja reavaliado e, caso haja necessidade, o esquema terapéutico
deve ser repetido, dessa vez com duracdo de 30 dias. Em caso de
novamente ocorrer falha, recomenda-se utilizar um dos farmacos de
segunda escolha.

A anfotericina B (figura 4A) é um antiflngico poliénico derivado
de Streptomyces nodosus, que é utilizado para o tratamento de
leishmanioses desde a década de 1960, como farmaco de segunda
escolha. Esse farmaco apresenta uma dtima atividade leishmanicida,
porém seu custo elevado impede a utilizagdo em larga escala. Ele
também apresenta varios efeitos adversos, tais como febre, anorexia,
nduseas, vomitos e flebite, e alguns efeitos mais graves, como
hipopotassemia, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia e alteragdes
cardiacas (SUNDAR et al, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011). O
Ministério da Saude (2013) orienta que o tratamento com esse farmaco
deve ser iniciado com doses de 0,5mg/kg/dia, aumentando gradualmente
até 1mg/kg/dia em dias alternados. Orienta ainda que durante o
tratamento deve ser feita uma vigilancia clinica rigorosa e provas
laboratoriais que permitam avaliar, principalmente, a funcdo renal do
paciente. Sua administracdo é por infusdo endovenosa lenta (4 horas de
infusdo) e é contra-indicada em gestantes, cardiopatas, nefropatas e

hepatopatas.
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A pentamidina (figura 4B) é uma diamina, relativamente eficaz
no tratamento de casos incipientes de leishmaniose. Classicamente,
recomenda-se uma dose de 4mg/kg/dia por via intramuscular profunda,
de 2 em 2 dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2000). O medicamento
pode provocar a hipoglicemia, seguido de hiperglicemia. Na regido
Amazénica do Brasil e em outros paises da América do Sul, a
pentamidina foi administrada em portadores da forma cutdnea da
leishmaniose a pentamidina, na dose de 720 mg, com excelentes niveis
de cura clinica e efeitos colaterais minimos (COSTA, 1993, SANDS;
KRON; BROWN, 1985). Estudos realizados em Brasilia com pacientes
portadores de lesdes cutineas causadas por L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, usando as mesmas doses durante 12 meses (SAMPAIO et
al., 1988), mostraram esultados semelhantes aos obtidos por pacientes
que foram tratados com um farmaco antimonial pentavalente.

A miltefosina (figura 4C) é uma hexadecilfosfocolina
originalmente desenvolvida para o tratamento de cancer. Atualmente, é o
primeiro e Unico farmaco administrado por via oral para o tratamento
das leishmanioses. Esse farmaco, que ndo estd disponivel no Brasil, é
administrado na de 2,5 mg/kg/dia durante 28 dias (SUNDAR et al.,
2012).

A paromomicina (figura 4D) é um antibiético de amplo espectro
obtido da bactéria Streptomyces rimosus e foi introduzido para o
tratamento de leishmaniose em 2006 (SUNDAR et al., 2007). Em geral,
¢ administrada uma dose de 15 mg/kg/dia durante 21 dias por via
intramuscular. E um farmaco de baixo custo, com menos efeitos
colaterais e menor tempo de administracdo, sendo por isso um bom

candidato para ser utilizado na terapia de primeira escolha de pacientes
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com leishmaniose visceral (OLLIARO et al., 2005; SUNDAR et al.,
2009).

Figura 4 — Farmacos leishmanicidas utilizados na clinica — (A) Anfotericina B;
(B) Pentamidina; (C) Miltefosina; (D) Paromomicina

H H
e My
0
0
Ho S O
03,
0 0
yl
HNH
0
T
A %% B
H
oH
H-Y,
7 o ...oH
o, 0 L H
% o '4#_““
NSNS R \/\N
\" oy H
0 : H
H "

Fonte: Pubchem. Nimeros de acesso: 5280965, 8813, 3599, 165580, Acesso em: 02/10/2015 as 10:42

1.2 Novos farmacos

Devido a falta de vacinas eficientes, ao uso de farmacos

altamente téxicos que exigem administracdo parenteral, a constantes
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relatos de falhas terapéuticas, ao aumento dos casos de leishmaniose por
causa de co-infeccbes com HIV, ao aumento de viagens e conflitos
internacionais, faz-se necessario a busca de novos farmacos
leishmanicidas (GUPTA; NISHI, 2011, KAYSEL-CRUZ et al., 2009).

Na busca de novos farmacos pode-se utilizar trés estratégias:
utilizacéo de vias metabdlicas ja validadas para outros parasitos,como a
via da biossintese do ergosterol ou a via da tripanotiona redutase, testes
de novos compostos e testes com farmacos ja utilizados no tratamento
de outras patologias (SERENO et al., 2007)

Neste sentido, testes in vitro de novos compostos sdo desejados,
pois sdo mais rapidos e apresentam resultados mais consistentes que os
testes in vivo, além de usarem menos parasitos por teste (CROFT, 1986);
porém é importante salientar que os resultados dos testes in vitro
precisam sempre ser posteriormente confirmados em animais.

Testes utilizando promastigotas sdo mais simples e baratos,
entretanto, o metabolismo dessa forma de parasito é bastante diferente
da forma amastigota (forma alvo) e os testes com promastigotas
mostraram pouco valor em animais (PETERS; EVANS; LANHAM,
1983; CROFT; SEILFERT; YARDLEY, 2006). Por causa disso, eles
foram praticamente abandonados (GUPTA; NISHI, 2011).

Testes com amastigotas sdo mais eficientes, mas sdo mais
trabalhosos. Pode-se usar amastigotas axénicos ou intracelulares, mas
em ambos 0s casos, precisa-se criar condi¢cGes que mimetizam o meio
ambiente que 0 parasito encontra na célula-alvo (GUPTA; NISHI,
2011).

As vantagens de se utilizar amastigotas axénicos é que o teste é

feito com a forma relevante do parasito, eles sdo faceis de obter, e a
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guantificacdo da atividade é simples e barata, sendo comumente
utilizadas metodologias ja padronizadas como o ensaio colorimétrico do
MTT, o ensaio que mede a atividade da ornitina descarboxilase e o
ensaio com o corante vital alamar blue (SERENO et al.,2005; 2007,
SHIMONYA; JAFFE, 2008; CALLAHAM et al., 1997). A maior
desvantagem desse ensaio é que ndo é realizado nenhum teste para a
penetracdo do composto na célula hospedeira ou para o ambiente
peculiar do fagolisossomo.

Metodologias que empregam amastigotas intracelulares séo as
com mais relevancia. Esta forma do parasito é a que mais se aproxima
da condicéo intracelular do parasito no hospedeiro mamifero (KAY SEL-
CRUZ et al., 2009). As linhagens celulares mais amplamente utilizadas
nesse caso sdo THP-1, U937 e HL-60 (ESCOBAR et al., 2002;
YARDLEY et al., 2005). Essas linhagens sdo mondcitos, que podem se
diferenciar em macréfagos, que ndo se dividem, facilitando a obtencéo
da taxa de infeccdo e atividade do composto em teste (GUPTA; NISHI,
2011; ESCOBAR et al., 2002). Os resultados sdo obtidos através de
contagem do namero de células infectadas e do nimero de amastigotas
por célula com o auxilio do microscopio éptico (NEAL; CROFT, 1984,
BERMAN; LEE, 1984). Essa metodologia classica é laboriosa, pouco
eficaz e ndo é compativel com automacdo (FUMAROLA; SPINELLI;
BRANDONISIO, 2004).

1.2.1 Gene reporter

Com o avango da tecnologia do DNA recombinante, tornou-se

cada vez mais facil a insercdo de genes exdgenos em um organismo.
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Assim, metodologias envolvendo genes repOrter sdo cada vez mais
utilizadas para ajudar a elucidar a biologia de varios organismos.

O termo gene reporter ¢ usado para definir um gene com um
fendtipo prontamente mensuravel que pode ser distinguido com
facilidade de um background de proteinas enddgenas (MONTE-
ALEGRE; OUAISSI; SERENO, 2006; SERENO et al. 2007). A
tecnologia dos genes repérter ja foi eficientemente utilizada em
bactérias (CHANGSEN; FRAZBLAU; PALITTAPONGAMPIM, 2003),
virus (DORSKY; NELLS; KARRINGTON, 1996) e parasitos (OKUNO
et al., 2003). As vantagens sdo a geracdo de dados quantitativos e
objetivos, aumento da produtividade e diminuicdo do trabalho manual
(SERENO et al., 2007).

Dentre dos genes mais utilizados encontram-se 0s genes da
proteina verde fluorescente (GFP), cloranfenicol acetil transferase
(CAT), B-galactosidase, B-lactamase, luciferase e fosfatase alcalina
(GUPTA; NISHI, 2011; SERENO et al., 2007; ROCHA et al, 2013;
REIMAO et al, 2015).

O quadro 1 mostra, resumidamente, 0s principais genes repdrter
utilizados par a transfeccdo em espécies de Leishmania, suas vantagens
e desvantagens.
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Quadro 1 — Principais genes repdrter utilizados para transfeccdo em
Leishmania sp., suas vantagens e desvantagens

Gene Vantagens Desvantagens Espécies ja
reporter utilizadas
GFP Simples; Afluorescénciado | L. donovani
Cinética facil de | parasito diminui (epissomal) -
monitorar; com o tempo sem Sing; Dube,
Baixo custo; a adigdo do 2009;
Elevada antibidtico de L. infantum
biosseguranca. selecéo; (epissomal) -
Necessidade de Kamau;
equipamentos Grimm; Hehl,
especificos para 2001;
leitura de L.
fluorescéncia. amazonensis
(epissomal) -
Chan et al,
2003




50

Continuagdo Quadro 1 — Principais genes repdrter utilizados para

transfec¢do em Leishmania sp., suas vantagens e desvantagens

B- Pode ser Proteina de alta L.
galactosidase | quantificado por | massa molecular amazonensis
uma (aproximadamente | (epissomal) -
metodologia 116 kDa o TONINI, 2013;
colorimétrica. mondmero); L.
Baixa amazonensis
sensibilidade; (epissomal) -
Expressdo OKUNO et al,
enddgena da 2003
enzima por
algumas linhagens
celulares de
mamiferos.
p-lactamase Pode ser Baixa L. major
quantificado por sensibilidade. (epissomal) -
uma BUCKNER,;
metodologia WILSON,
colorimétrica; 2005;
Expressdo da L.
enzima amazonensis
altamente (epissomal) -
estavel. BUCKNER,;
WILSON,

2005
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Continuacdo Quadro 1 — Principais genes repdrter utilizados para

transfec¢do em Leishmania sp., suas vantagens e desvantagens

Luciferase Rapido; Substrato caro; L. donovani
Bastante Necessidade de (espissomal) —
sensivel, aparelho para ASHUTOSH et

N&o requer leitura de al, 2005;
treinamento luminescéncia. L. amazonensis
especializado; (integrativo) -
Reprodutivel; LANG et al,
Detecgéo apenas 2005;
de parasitos e L. infantum

metabolicamente (epissomal) -

ativos; SERENO et al,
Auséncia de 2001;
background na L. major
célula (integrativo) -
hospedeira; ROY et al, 2000;
Compativel com L. donovani
automagcéao. (integrativo) -

ROY et al, 2000
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Okuno e colaboradores (2003) mostraram que formas
promastigotas de L. amazonensis expressando a enzima B-galactosidase
tinham potencial para o uso em testes de triagem de compostos, pois a
expressdo poderia ser facilmente mensurada. Essa facilidade de
mensuracgdo deve-se & capacidade de detec¢do da enzima por um ensaio
colorimétrico, acrescentando-se o substrato clorofenol vermelho-p-D-
galactopiranosideo (CPRG). Essa enzima quebra o CPRG (de cor
amarela) em galactose e vermelho de fenol (cor vermelha) (figura 5) e a
mudanca de cor pode ser facilmente medida por espectofotometria.

Apesar disso, foi questionada a eficacia de utilizar essa
metodologia em amastigotas intracelulares, uma vez que macréfagos
também expressam essa enzima (MONTE-ALEGRE; OUAISSI;
SERENO, 2006). Tonini (2013) mostrou que esse problema pode ser
facilmente contornado utilizando-se uma linhagem celular que produza
baixas quantidades de B-galactosidase. Outra desvantagem no uso dessa
enzima é seu tamanho (116 kDa), que poderia levar ao aumento do
tempo de replicagdo do parasito e diminui¢do dos niveis de expressdo ao
longo do tempo (GUPTA,; NISHI, 2011).
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Figura 5 - Clivagem do CPRG pela enzima 8-
galactosidase — Esquema da clivagem do substrato CPRG
pela enzima f-galactosidase levando a formagdo de
galactose e vermelho de clorofenol.
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Uma vez que as diferentes espécies de Leishmania ndo
respondem igualmente aos farmacos leishmanicidas disponiveis, faz-se
necessario utilizar sistemas de triagem de compostos que utilizem
diferentes espécies do parasito. Considerando que a L. (V.) braziliensis é
a principal responsavel pela forma muco-cutanea da leishmaniose no
Brasil, essa espécie foi escolhida nesse para a padronizacdo, validacgéo e
posterior implementacdo no laboratério de Protozoologia (MIP, CCB,
UFSC) de um ensaio colorimétrico para triagem de compostos com
potencial a¢do leishmanicida.

Alem disso, também foram transfectadas cepas de L. (L)
infantum e L. (L.) amazonensis para posteriores estudos utilizando essas

espécies do parasito.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Implementar um ensaio colorimétrico para avaliar a potencial
atividade leishmanicida de compostos contra formas amastigotas
intracelulares de L. (V.) braziliensis expressando a enzima pB-

galactosidase

2.2 Objetivos especificos

- Transfectar cepas de L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L.
(L.) infantum com um plasmideo integrativo contendo a enzima p-
galactosidase de Escherichia coli;

- Selecionar clones e avaliar a estabilidade da transfeccdo e
expressdo da B-galactosidase;

- Avaliar o efeito da transfeccdo sobre o crescimento dos parasitos
em cultura e sobre a infectividade in vitro e in vivo dos mesmos;

- Padronizar um ensaio colorimétrico para a triagem de
compostos ativos contra amastigotas intracelulares de L. (V)

braziliensis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Construcédo do vetor

O gene LacZ de E. coli foi amplificado por PCR a partir do
plasmideo pBS:CLNEO-01/BC-LacZ-10, construido por Buckner e
colaboradores (1996). A reacdo de amplificacdo foi realizada em um
volume final de 10 uL contendo 10 pmol dos iniciadores senso (LacZF
5> AGATCTACCATGACCATGATTACGGATTC 3°) e antisenso
(LacZR 5> GGTACCTTATTTTTGACACCAGACCCAAC 3°), 0,2
mmol de dNTPs, Tag DNA polimerase e 30 ng/mL de DNA, nas
seguintes condigdes: desnaturagéo inicial a 95°C / 2 minutos, seguido de
35 ciclos a 95°C / 30 segundos, 62°C / 30 segundos, 72°C / 3 minutos e
um ciclo de extensdo final a 72°C / 7 minutos. O produto amplificado
foi purificado com o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, Buckinghmshire, UK) conforme as
instrucdes do fabricante.

O vetor de expressao integrativo pLEXSY-Neo2 e o produto de
PCR purificado foram digeridos com as enzimas de restricdo Kpnl
(Promega, Madison, USA) e Bglll (Jena Bioscience, Jena, Alemanha),
conforme as instrugdes do fabricante. Os produtos de digestdo do vetor
foram monitorados através de eletroforese em gel de agarose 0,8% € a
banda correspondente ao vetor digerido (aproximadamente 8kpb) e ao
gene LacZ (aproximadamente 3,5kpb) foram cortadas e purificadas com
o kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK).
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Ap6s purificacdo, o DNA plasmidial e o produto de PCR foram
dosados por espectrometria e realizada a ligagdo com a T4 DNA ligase
(Promega, Madison, USA) a 16°C, overnight.

Apbs ligacdo, foi procedida a transformagdo de bactérias E. coli
DH50 Ca?* competentes por choque térmico, onde as bactérias
previamente tratadas com cloreto de célcio foram mantidas a 0°C em
contato com o plasmideo por 30 minutos, depois rapidamente aquecidas
a 42°C por 45 segundos e entdo resfriadas novamente a 0°C por 2
minutos. A seguir, as bactérias foram plaqueadas em meio LB-agar
suplementado com 25 mg/mL de ampicilina (doravante chamado LB
ampicilina) e incubadas a 37°C por 16 horas.

Com as col6nias obtidas foi feito uma reacdo de PCR de col6nia
utilizando o iniciador senso do plasmideo (A1432F 5
GCATGGCGATGCCTGCTTGC 3’) e o iniciador antisenso ja utilizado
para a clonagem do gene LacZ.

As coldnias positivas para a reacdo de PCR foram cultivadas em
meio LB ampicilina a 37°C por 16 horas sob agitacdo até atingir uma
DO de 2 a 5. Cinguenta mL da cultura foi centrifugado, o sedimento
lavado em PBS e submetido a extracdo plasmidial por midiprep,
utilizando-se o kit Pure Yield Plasmid Midiprep System (Promega,
Madison, USA).

O plasmideo de cada colbnia foi sequenciado em sequenciador
3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems), para a confirmacdo da
posicdo correta de insercdo do gene. Cerca de 10ug do plasmideo
contendo o gene na posicdo correta foi linearizado com a enzima Swal

para a realizacdo da transfeccdo integrativa dos parasitos.



57

3.2 Cultivo dos parasitos e das células

Promastigotas de Leishmania (V. braziliensis das cepas
MHOM/BR/75/M2904 e MHOM/BR/96/LSC96, chamadas nesse
trabalho de M2904 e H3 respectivamente, Leishmania (L.) infantum da
cepa MHOM/BR/74/PP75 e da cepa Pongo, chamadas aqui de PP75 e
Pongo respectivamente, e Leishmania (L.) amazonensis cepa
MHOM/BR/77/LTB0016, chamada nesse trabalho de LTB0016, foram
cultivadas em garrafa de cultivo de 25 cm? a 26°C contendo 5 mL de
meio Schneider’s Insect Medium (Sigma Chemical Co. St Louis, MO,
USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 2% de urina
humana, doravante chamado de meio Schneider, sendo realizados dois
repiques semanais.

As células derivadas da linhagem monocitaria humana THP-1
(ATCC® TIB 202™) foram cultivadas em garrafa de 75 cm? contendo
meio RPMI 1640 sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, CO. St. Louis,
MO, USA) suplementado com 10% de SBF (Life Technologies, USA),
12,5 mM HEPES e 2 mM de Glutamax, doravante sendo chamado de
meio RPMI completo, em garrafas de cultivo de células com filtro a
37°C, 5% de CO,, sendo realizados dois repiques semanais. Para o0s
experimentos, as células s6 foram utilizadas até o 15° subcultivo,

quando entdo uma nova aliquota foi descongelada e cultivada.
3.3 Transfecc¢do, selecdo e clonagem de parasitos

Promastigotas em fase logaritmica de crescimento foram

transfectados com o vetor construido como indicado no item 3.1 por
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eletroporacdo utilizando o Basic Parasite Nucleofactor Starter kit
(Amaxa/Lonza) com tampdo de transfeccdo. Resumidamente, 5 x 10°
parasitos foram lavados duas vezes com tampdo PBS (pH 7,4) por
centrifugacdo (2000g/10 min) e o sedimento celular suspendido em 70
uL de tampdo BSF 1x. O DNA plasmidial foi preparado diluindo-se 10
ug do plasmideo pLesxy-LacZ em um volume final de 20 uL de &gua
ultrapura estéril acrescido de 10 uL do tampdo BSF 3x, obtendo-se um
volume final de 30 uL de solucéo. As composicGes dos tampbes BSF 1x
e BSF 3x estdo descritas na tabela 1. O DNA plasmidial foi entdo
misturado aos parasitos, obtendo-se um volume final de 100 uL e esse
volume foi transferido para a cubeta de eletroporagdo do aparelho. Os
promastigotas foram eletroporados no dispositivo Nucleofector 2b®
(Lonza) utilizando-se o programa U-033, e a seguir, foram transferidos
para tubos tipo Falcon, contendo &gar sangue e meio Schneider e
cultivados a 26°C. Apds 24 horas de cultivo, iniciou-se a selecdo dos
parasitos transfectantes através da adi¢do de concentragdes crescentes do
antibiético Geneticin (G418), iniciando-se de 15 pg/mL.

Os promastigotas de L. (V.) braziliensis e L. amazonensis foram
selecionados com G418 até uma concentracdo final de 150 ug/mL de
antibiético. Os promastigotas de L. infantum foram selecionados com o
mesmo antibiético até uma concentracdo final de 1mg/mL.
Semanalmente, durante a selecéo, foi realizado um teste de expressao da
enzima B-galactosidase, ap6s 0s parasitos iniciarem a expressdo da
enzima, foi realizada a clonagem dos parasitos através de diluicdo
limitante em placas de 96 pocos contendo 50 pL de 4gar sangue em cada
pocgo. Devido a dificuldade em clonar parasitos do género Leishmania,

foram utilizados trés protocolos diferentes de clonagem: em 16 pogos da
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placa foi dispensada uma solucdo contendo 1 parasito/poco, em 16
pocos da placa foi dispensada uma solucdo contendo 0,5 parasito/poco e
em 20 pocos da placa foram realizadas dilui¢fes limitantes em razéo de

1:2 até uma concentracdo final de 0,5 parasito/poco.

Tabela 1 — Composigdo dos tampdes BSF 1x e BSF 3x.

Solugdo  Concentracdo Tampdo  Concentracdo Tampéo

estoque Tampéo 1x 1x tampéo 3x 3x
0,5M 90 mM 1,8 mL 270 mM 54 mL
NaPO4

pH 7,3

0,3M 5mM 1mL 15 mM 3mL
KCI

0,5M 50 mM 166,6 uL 150 mM 499,8 uL
Hepes

pH 7,3

50mM 0,15 mM 30 pL 0,45 mM 90 uL
CaCl2

Agua 7mL 1mL

As placas foram incubadas a 26°C por 7 a 10 dias e o crescimento
dos parasitos monitorado em intervalo de 2 dias a partir do 5° dia pela
observacdo em microscopio invertido. Para cada cepa foram
selecionados aleatoriamente 10 clones para continuidade dos

experimentos. Os parasitos clonados foram repassados para tubos
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contendo meio Schneider suplementado com 15% de SBF e 50 pug/mL
de G418 para expansao dos parasitos.

Apbs o primeiro teste de expressdo da [B-galactosidase (duas
semanas de cultivo), os parasitos passaram a ser cultivados em meio
Schneider suplementado com 10% SBF e 100 pg/mL de G418. Essa
concentracdo de antibidtico foi aumentada para 300 pug/mL nos clones
selecionados para a realizagdo do trabalho.

O laboratério de Protozoologia possui nivel de biosseguranca 2,

com certificado de biosseguranca CQB 101/99.

3.4 Expressdo da 3-galactosidase

Para avaliar a linearidade da expressdo da [-galactosidase, as
formas promastigotas transfectadas cultivadas em meio Schneider foram
lavadas com tampao fosfato (PBS) pH 7,4 e foram plaqueadas em placas
de 96 pogos em concentra¢des decrescentes conhecidas, comecando em
100.000 parasitos/poco e finalizando em aproximadamente 50
parasitos/pogo, em um volume total de 100 pL. Para tanto, 25 uL de
solugdo contendo 500 puM de CPRG (Chlorophenolred-B-D-
galactopyranoside) (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA) e o
detergente NP-40 (Nonidet P-40) (Amresco, OH) a 0,5% (v/v) diluidos
em PBS pH 7,4 foi adicionado a cada po¢o. A placa foi incubada a 37°C
ao abrigo da luz por 16 horas e a absorbéancia, medida a 570 nm com
valor de referéncia em 630 nm em espectrofotémetro Tecan Modelo
Infinite M200 e os dados obtidos foram analisados por regressdo linear.

Apds clonagem, foi realizado um ensaio de linearidade da

expressdo dos clones na concentracdo de 20.000 parasitos/pogo, para
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selecdo de cinco clones de cada cepa com maior expressdo da enzima
foram selecionados para dar continuidade ao trabalho. Com os cinco
clones selecionados foi feito um teste de linearidade da expressdo da
enzima como descrito anteriormente. ApOs esse teste, foram
selecionados os dois clones com maior expressdo e linearidade da
expressao para dar prosseguimento ao trabalho.

Adicionalmente, a manutengdo da expressdo da B-galactosidase,
foi avaliada em parasitos mantidos na presenca ou auséncia de G418

durante 12 semanas.

3.5 PCR para confirmag&o de integracdo do plasmideo

Nos cinco clones escolhidos apds a triagem inicial da expressao
foi realizada uma PCR para confirmacdo da integracdo do plasmideo.
Foram  utilizados  os  iniciadores  senso  Al432F  (5’-
GCATGGCGATGCCTGCTTGC-3”), que esta voltado para o gene SSU,
local de integracdo do plasmideo na Leishmania, e antisenso F3002R
(5’-CTGCAGGTTCACCTACAGCTAC-3’), voltado ao gene da
Neomicina, presente no plasmideo pLEXSY. Esse conjunto de
iniciadores amplificam um produto de 2,1 kpb quando o plasmideo esta
integrado no DNA do parasito. A reacdo de amplificacdo foi realizada
em um volume final de 10 puL contendo 10 pmol dos iniciadores, 0,2
mmol de dNTPs, Tag DNA polimerase e 30 ng/mL de DNA, nas
seguintes condiges: desnaturacdo inicial a 95°C / 2 minutos, seguido de
35 ciclos a 95°C / 30 segundos, 53°C / 1 minuto, 72°C / 2 minutos e um
ciclo de extensdo final a 72°C / 7 minutos.

Foi feita uma eletroforese em gel de agarose 1% com os produtos
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de PCR. A amplificacdo de um produto de aproximadamente 2,1 kpb
indica que o plasmideo foi integrado no DNA genémico do parasito.

3.6 Caracterizacdo biol6gica da cepa transfectada

Nos dois clones de cada cepa com expressao estavel de B-
galactosidase e nos quais foi confirmada a integragdo do plasmideo no
genoma, foi feita uma andlise da manutencdo das caracteristicas
biolégicas quando comparados a cepa parental.

Para tanto, 5 x10° parasitos/mL dos clones transfectados e da
cepa parental foram cultivados em garrafas contendo 5 mL de meio
Schneider completo e realizada a contagem didria do nimero de
parasitos em camara de Neubauer e determinacdo da curva de
crescimento dos parasitos. Cada experimento foi realizado em duplicata
ou triplicata.

Foi feita também uma infeccdo em camundongos Balb/c, em que
4 x 10° parasitos/mL de quarto dia de cultivo foram inoculados nas patas
traseiras do animal, sendo que na pata traseira direita foi inoculado o
clone e a pata traseira esquerda, o parasito parental. Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (CCB/UFSC) e ambiente a 22 £ 2°C, em um ciclo de luz e
escuro de 12:12h e tratados com racdo e agua ad libitum. O
desenvolvimento das lesdes foi acompanhado por 90 dias. Ap6s o
término do experimento, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e os fragmentos da lesdo macerados e inoculados
em meio Schneider para a recuperacao dos parasitos.

O uso de animais neste projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
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para Uso de Animais da UFSC (CEUA - UFSC), sob o protocolo
PP00847.

3.7 Padronizag&o da infeccdo in vitro

A infeccdo in vitro foi realizada conforme protocolo ja
estabelecido no laboratério de Protozoologia para infeccdo em células
THP-1 por L. (L.) amazonensis. Resumidamente, células THP-1 foram
diferenciadas em macrdéfagos aderentes, através da utilizagdo de 100
ng/mL de Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA) em uma proporcéo de 3 x 10° células/poco em placa
de 96 pocgos. As células foram incubadas a 37°C por 72 horas para
completa diferenciacdo celular (Schwende et al, 1996). Promastigotas
metaciclicos de 4° dias foram centrifugados a 1.500 x g por 10 minutos,
lavados com PBS e suspendidos em meio RPMI sem soro; 4 x 10°
parasitos/mL foram opsonizados com soro humano AB+ por 1 hora a
34°C, agitando-se o tubo a cada 20 minutos. ApOs periodo de
opsonizagdo, os parasitos foram centrifugados e suspendidos em meio
RPMI sem soro (ROMERQO et al., 2010).

Para a padronizacdo para L. (V.) braziliensis foram utilizadas
promastigotas de 4° dia de cultivo em concentragcbes de 5
parasitos/célula, 10 parasitos/célula e 20 parasitos/célula. Os parasitos
foram incubados com as células nas concentra¢cdes mencionadas em um
volume de 100 pL/poco a 34°C/5% CO; por 3 horas. Apos esse periodo,
0s parasitos ndo aderidos ou interiorizados foram retirados por 3
lavagens com PBS. A seguir, 200 pL. de meio RPMI completo foi

adicionado a cada poco e as placas incubadas a 34°C por 72 horas.
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Apds a incubacdo, o meio foi removido e uma placa infectada
com a cepa parental e uma placa infectada com a cepa transfectada
foram fixadas em metanol por 1 minuto e coradas com o corante de
Giemsa por 20 minutos. Uma placa infectada com a cepa transfectada
foi incubada com 250 uL de PBS, contendo 100uM de CPRG e 0,1%
(v/v) de NP-40. A reagdo foi desenvolvida por 16 horas a 37°C e lida a
570nm com referéncia em 630nm em equipamento Tecan Modelo
Infinite M200.

As placas coradas foram analisadas em microscépio invertido,
onde o nimero de células infectadas e o nimero de amastigotas
intracelulares foram determinados em 300 células contadas
aleatoriamente para a obtencdo do indice parasitario (IP), conforme
Sereno e colaboradores (2001), de acordo com a equagdo 1. O indice
parasitario da placa utilizada para o ensaio colorimétrico foi calculado a

partir da absorbancia obtida, conforme descrito na equagéo 2.

Equacgdo 1 — Calculo do indice parasitario, conforme descrito por

Sereno e colaboradores (2001)

IP= (1- Amastigotas/célula x % de células infectadas) x

Equacdo 2 — Calculo do indice parasitario apés leitura das

absorbancias.

IP = [1- (Abs poco infectado — Abs po¢o sem infec¢do)] x 100
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Os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism 5.03®
(San Diego, USA), para a correlacdo dos resultados de contagem
microscépica entre a cepa transfectada e a cepa parental e a correlagdo
entre a contagem microscopica e a leitura da densidade Optica da cepa
transfectada. Os experimentos foram realizados em duplicata com trés

réplicas.

3.8 Susceptibilidade aos farmacos

Para determinar se a insercdo de um gene exdgeno no DNA
genbmico dos parasitos interfere na sua sensibilidade aos farmacos
padrdo, foi realizada uma infeccdo in vitro como descrito no item 3.7.
Apds 24 h de infeccdo, as placas de células THP-1 infectadas foram
tratadas com concentragcdes crescentes dos farmacos leishmanicidas
glucantime (4,6 pg/mL a 300 pg/mL), anfotericina B (0,13 uM a 8 uM),
pentamidina (1,88 pM a 120 pM), miltefosina (1,25 puM a 80 uM) e
paromomicina (3,13 uM a 200 uM). As placas foram incubadas a 34°C
por 48 horas e, ap6s esse periodo, uma placa de cada clone e uma placa
da cepa parental foram coradas pelo método de Giemsa e uma placa de
cada clone foi tratada com 250 pL de solucdo de CPRG, como descrito
anteriormente. Foi feita reposi¢cdo de glucantime a cada 24 horas,
conforme descrito por Menezes (2014).

O indice parasitario das infeccGes foi utilizado para calcular a
Clso (concentracdo inibitoria de 50%) e para comparar os resultados da
contagem microscépica e do teste colorimétrico e ambas com o
resultado da susceptibilidade com a cepa padréo, através de ANOVA de

uma via, seguido por teste de Tukey. Os experimentos foram realizados
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em triplicata com trés réplicas.

Também foi feito um teste para determinacdo da CCsg
(concentracéo de toxicidade celular de 50%) desses farmacos em células
THP-1 diferenciadas em macréfagos. Foram diferenciadas 4 x 10°
células/pogo como ja descrito, apos diferenciacdo as células foram
tratadas com concentracdes crescentes dos farmacos leishmanicidas
glucantime (40 pg/mL a 3.000 pg/mL), anfotericina B (0,63 uM a 40
pUM), pentamidina (9,38 uM a 600 puM), miltefosina (6,25 uM a 400
MM) e paromomicina (15,63 uM a 1000 uM) e incubadas a 37°C por 72
horas. Apds a incubacdo, o meio de cultura foi aspirado e as células
tratadas com 50 pL de solugdo contendo 4mg/mL de MTT (Sigma-
Aldrich, St Louis). As placas foram incubadas a 37°C ao abrigo da luz
por 4 horas e depois centrifugadas (1.400 rpm / 10 minutos). O
sobrenadante foi retirado e os cristais de sal de formazan foram
solubilizados em DMSO (100 pL/pogo) por 1 hora a 37°C. A densidade
Optica foi determinada a 540 nm no equipamento Tecan. Os
experimentos foram realizados em duplicata com trés réplicas.

Os valores de Clsy e CCso foram calculados plotando-se curvas
concentragdo-resposta em um modelo de regressdo ndo linear no

programa Graphpad Prism 5.03.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construcéo do vetor e transfeccdo de parasitos

O gene LacZ amplificado via PCR foi clonado no plasmideo
PLEXSY e utilizado para transformar E. coli DH5a. As coldnias
resultantes da ligacao foram avaliadas para a presenca do inserto através
de PCR de colénia utilizando o iniciador antisenso para o gene LacZ
(LacZR) e o iniciador senso especifico para o vetor (Al432F) que
amplifica o gene da neomicina.

O plasmideo resultante pLEXSY-LacZ (Figura 6) foi linearizado
com a enzima de restricdo Swal para transfeccdo. Quando linearizado, o
PLEXSY libera um fragmento de DNA de aproximadamente 2,9kpb
(figura 7), correspondente a parte de expressao em procarioto. Assim,
foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% para confirmar a
digestdo completa do plasmideo e realizar a purificacdo do fragmento

correspondente ao pLEXSY-LacZ de aproximadamente 6 kpb.
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Figura 6 — Mapa do plasmideo pLEXSY-LacZ — Esquema representando o plasmideo
pLEXSY-LacZ. Em vermelho, onde foi inserido o gene LacZ, em azul a parte
correspondente ao sitio de expressdo em bactéria que é retirado na linearizagdo com a
enzima Swal, em verde os sitios de integracdo no genoma do parasito.
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Fonte:  http://www.jenabioscience.com/images/1b94dca880/Newsletter LEXSY Nov07.html. Acesso em
02/10/2015as 10:59

Figura 7 - Digestao completa do plasmideo pLEXSY-LacZ — Eletroforese
de DNA em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Marcador de
Massa Molecular (MM) DNA de bacteribago A com a enzima de restricdo
Hindlll e (1) digestdo completa do plasmideo pLEXSY-LacZ pela enzima de
restricdo Swal liberando um fragmento de aproximadamente 2,9kpb.
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O DNA plasmidial purificado foi utilizado para a transfeccéo de
promastigotas de Leishmania por eletroporagéo. Parasitos transfectados
foram cultivados em meio Schneider e a partir de 24 horas a populagéo,
contendo o plasmideo, foi selecionada utilizando o antibiético G418 em
concentracg@es crescentes de antibiético (15pg/mL a 300pg/mL). A partir
do quinto subcultivo, os parasitos comegaram a expressar a enzima [3-

galactosidase.

4.2 Clonagem das cepas de Leishmania expressando [-

galactosidase

Antes da realizagdo da clonagem, as cepas padrdo L. (V)
braziliensis M2904 e H3, L. amazonensis LTB 0016 e L. infantum PP75
e Pongo foram avaliadas com relagdo a expressdo da enzima p-
galactosidase, utilizando diferentes concentragfes de parasitos para
determinagdo da linearidade da expressdo. Os niveis de expressao de -
gal das cepas transfectadas com o gene LacZ estdo mostrados na figura
8. Néo foram observadas diferengas significativas (p<0,05) na expressdo

da enzima entre as populagdes parentais.
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Figura 8 — Expressdo de pB-galactosidase em promastigotas das cepas
parentais de Leishmania sp. — Expresséoc de pB-galactosidase nas cepas parentais
de Leishmania sp.. Os pontos representam a media + desvio padrdo de um
experimento feito em duplicata. A absorbancia foi medida no aparelho Tecan a
630nm.
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Foi possivel detectar o sinal a partir de 390 parasitos/pogo no
caso da L. (V.) braziliensis M2904. Para L. (V.) braziliensis H3 e L. (L.)
infantum Pongo, essa detecgéo foi feita a partir de 1.560 parasitos/poco.
L. (L) infantum PP75 teve sua deteccdo possivel a partir de 780
parasitos/poco e a cepa L. (L.) amazonensis LTB0016 foi a que teve
menor capacidade de deteccdo, sendo possivel a deteccdo a partir de
6.250 parasitos/poco.

Diferencas de deteccdo podem existir devido a variagdes no
namero de cdpias de plasmideo presentes em cada parasito (MONTE
ALEGRE; OUAISSI; SERENO, 2006), mas também podem estar
relacionadas ao nivel de expressdo do local ao qual o gene reporter foi
ancorado, sendo assim, uma consequéncia do local de transfeccdo
(SOYSA; CARTER; YATES, 2014). Parasitos do género Leishmania
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possuem grande diversidade populacional interespecifica e intercepas,
sendo que as cepas sao compostas por populacdes multiclonais de
parasitos com grande heterogeneidade em aspectos genéticos e
fenotipicos (MENDEZ et al.,, 2001; GARIN, et al., 2011). O sinal
produzido pelo produto de expressao depende do nimero de cépias do
plasmideo que cada célula recebeu e essa diferenca pode mascarar o
efeito de um composto ativo (MONTE-ALEGRE; OUAISSI; SERENO,
2006). Para diminuir esse viés, € possivel isolar uma populacdo clonal
que reproduza os mesmos comportamentos biolégicos da cepa parental,
0 que excluiria variantes inerentes da heterogeneidade de expressdo e
viruléncia dos parasitos, além de tornar possivel a escolha de clones que
possuam um nivel adequado e homogéneo de expressdao do gene de
interesse.

Os parasitos foram entdo clonados por diluigdo limitante em
placas de 96 pocos contendo agar sangue e ap6s 10 dias a 26°C, 10
clones de cada cepa de Leishmania foram selecionados aleatoriamente e
cultivados.

Ap6s duas semanas de cultivo, 2 x 10° parasitos de cada clone
foram retirados, lavados e testados para a expressao de B-galactosidase.
Os cinco clones de cada cepa que tiveram a maior leitura de absorbancia
(expressdo de p-galactosidase) foram utilizados para a etapa seguinte do
trabalho e os outros clones foram descartados.

Os resultados mostraram uma grande varia¢do na expressao entre
os clones de uma mesma cepa e também entre as cepas transfectadas,
conforme mostrado na figura 9. O gréafico representa a média de dois

experimentos.
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Figura 9 — Absorbancia dos clones de Leishmania sp. — Diferengas
nos valores de expressdo da enzima p-galacosidase nos clones de (1) L
(L) infantum PPT5; (2) L (L) infantum Pongo; (3) L (V) braziliensis
M2904: (4) L. (V) braziliensis H3 e (5) L. (L) amazonensis LTB0016. A
absorban ciafoi lida em aparelho Tecan a 630nm
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Clones com absorbancia menor que 0,30 foram excluidos e 0s
demais, foram selecionados os cinco clones com maior valor de
absorbéncia para cada espécie. Com os cinco clones selecionados para a
continuacdo do trabalho, foi realizado um teste de linearidade da
expressdo da B-galactosidase.

A expressao da pB-galactosidase foi analisada por regressao linear
e os clones com maior expressdo de cada cepa foram escolhidos para as
etapas seguintes. Os clones B10 e E10 de L. (L.) amazonensis LTB
0016, B7 e D10 de L. (V.) braziliensis M2904, B11 e E9 de L. (L)
infantum Pongo e os clones C10 e E5 de L. (L.) infantum PP75. Nenhum
clone de L. (V.) braziliensis H3 mostrou expressdo linear suficiente para
a deteccdo em um teste colorimétrico, portanto, essa cepa ndo foi
utilizada nos testes seguintes.

Na figura 10 estdo representados os valores de absorbancia dos
diferentes clones de cada cepa em relacdo as diferentes concentrac@es de

promastigotas utilizadas em cada ensaio. Os ensaios foram feitos em
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triplicata com duas réplicas.

- Expressdo da B-

Figura 10 - Graficos de expressdo da B-galactosidase dos clones das diferent écies de L

galactosidase dos diferentes clones de (A) L. infantum PPT5, (B) Ponge, (C) L. braziliensis MZBBd (D)H3e (E) L. amazonensas LTBOO16
Absorbancia lida em aparelho Tecan a 630nm.
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Para avaliar a integracio do plasmideo no genoma da
Leishmania, foi feita uma PCR utilizando iniciadores voltados para a

regido do gene SSU, onde o plasmideo deve integrar, e para o gene da



~ 6000 g

~ 3000 g
~2000 g

74

neomicina, presente no plasmideo. Assim, a presenca de amplificacdo
do DNA indica que o plasmideo foi corretamente integrado no genoma.
O resultado da PCR para cada clone selecionado nas diferentes cepas
esta mostrado na figura 11.

Figura 11 — Confirmagdao da integracdo do plasmideo pLEXSY-LacZ no genoma de
Leishmania sp. - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
confirmando a integragdo do plasmideo pLEXSY-LacZ no genoma de (1-5) L. (L.) infantum
PP75; (6-10) L. (L.) infantum Pongo; (11-15) L. (V.) braziliensis M2904; (16-20) L. (V.)
braziliensis H3; (21-25) L. (L.) amazonensis LTB0016 através de banda caracteristica de 2,1kpb.
Todos os parasitos apresentaram a banda caracteristica de integracdo exceto os clones dos
pogos 16 e 25. Padrdo de Massa Molecular (MM) DNA do bacteriéfago A digerido com a enzima
de restricao Hindlll. Pogos 26 e 27 representado os controles negativos da PCR.

L. (L.) infantum | L. (L.) infantum L. (V.) braziliensis | L. (V.) braziliensis

_____Pongo M2904 H3 ~
6 7 8 9 10[111213 14 15[16 1718 19

L. (L.) amazonensis

Apbds a certificacdo da integracdo do gene os parasitos foram
crescidos na presenca e auséncia de G418 e realizado um ensaio
quantitativo de expressdo nos clones selecionados. O limite inferior de
expressdo de B-galactosidase para os clones B7 e D10 de L. (V)
braziliensis M2904, C10 e E5 de L. infantum PP75 foi de 780
parasitos/pogo. Para os clones B10 e E10 de L. amazonensis LTB0016
foi de 1.562 parasitos/poco e 3.125 parasitos/poco respectivamente. Os
clones B11 e E9 de L. infantum Pongo tiveram atividade enzimatica
detectavel somente a partir de 1.562 parasitos/poco. Para L. infantum
PP75 e Pongo o nivel de expressdo nos clones e na cepa parental foi
idéntico. J& para L. (V.) braziliensis M2904 a clonagem resultou em um
incremento de 2 vezes quando comparados com a cepa parental. O

limite de deteccdo dos clones de L. amazonensis LTB0016 foi de 2 a 4
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vezes menor que quando comparados a cepa parental. Os limites de
deteccdo antes e depois da clonagem de cada cepa encontram-se
sumarizados na tabela 2.

A clonagem ¢é feita para selecionar populagdes mais homogéneas
entre si, melhorando assim o resultado de deteccdo. No presente
trabalho, os clones de L. (L.) infantum mantiveram sua deteccdo a em
relacdo a cepa parental. Os clones de L. (L.) amazonensis melhoraram
sua deteccdo em relacdo a cepa parental em 2 a 4 vezes. J& os clones de
L. (V.) braziliensis tiveram sua deteccdo dobrada apés a clonagem em

relacdo a cepa parental.

Tabela 2 — Limites inferiores de deteccdo do ndimero de parasitos

antes e apos clonagem expressando p-galactosidase

. Limite de deteccdo  Limite de deteccéo
Espécie

da cepa parental apos clonagem
L. infantum PP75
780 780
clone C10
L. infantum PP75
780 780
clone E5
L. infantum Pongo
1.560 1.560
clone B11
L. infantum Pongo
1.560 1.560
clone E9
L. (V.) braziliensis
390 780

M2904 clone B7
L. (V.) braziliensis 390 780
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M2904 clone D10
L.amazonensis
LTBO0016 clone B10
L.amazonensis
LTBO0016 clone E19

6.250 1.562

6.250 3.125

Buckner e colaboradores (1996) transfectaram de forma
integrativa as cepas Tulahuén e CL de T. cruzi com o gene LacZ e
demonstraram que o limite de detecgdo da atividade B-gal foi de 500
parasitos/poco apos lise com NP-40. Tonini (2013), utilizando o mesmo
plasmideo construido por Buckner, transfectou de forma epissomal a
cepa LTBO0016 de L. amazonensis e mostrou uma detec¢do de 1.950
parasitos/pogo. No presente estudo, o limite inferior de deteccéo foi de
780 parasitos para L. infantum PP75 e um dos clones de L. (V)
braziliensis, 2,5 vezes inferior que o demonstrado por Tonini (2013),
mas 1,5 vezes maior que o demonstrado por Buckner (1996). A
transfeccdo de parasitos do género Leishmania tem sido realizada por
diferentes autores utilizando distintos genes reporter. Buckner e Wilson
(2005) transfectando uma L. amazonensis com o plasmideo contendo o
gene da enzima [-lactamase mostraram que o limite de deteccdo
colorimétrica foi de 20.000 parasitos/po¢o. Roy e colaboradores (2000)
utilizando L. major e L. donovani transfectadas com o plasmideo
contendo o gene da luciferase demonstraram um limite inferior de
deteccdo de 10 parasitos/poco. Apesar da elevada sensibilidade de
deteccgdo, ensaios envolvendo a luciferase dependem de reagentes caros

e equipamentos de alto custo, o que pode ser um impedimento para a
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utilizacdo desse gene em triagens de larga escala (GUPTA; NISHI,
2011). Contrariamente a deteccdo encontrada por Roy e colaboradores
(2000), Soysa e colaboradores (2014) conseguiram detectar um minimo
de 2.000 parasitos utilizando L. donovani transfectadas com o plasmideo
contendo o gene da luciferase, Taheri e colaboradores (2015)
transfectaram uma cepa de L. major com os genes da luciferase e da
GFP fusionados e separados por 40pb utilizando o plasmideo pLEXSY.
Os autores relatam um limite de deteccdo de 1.000 parasitos para a
luciferase e 10.000 para a GFP, indicando que a diferenca de
sensibilidade, nesse caso, ndo esta relacionada a nimero de cépias e

diferencas entre os promotores.

4.3 Anélise da manutencdo dos parametros bioldgicos das cepas

A insercdo de um DNA exo6geno pode causar alteracdes
biolégicas em um organismo (GUPTA; NISHI, 2011; SERENO et al,
2007; MONTE-ALEGRE; OUAISSI; SERENO, 2006). Para analisar se
a insercdo de um novo gene ndo alterou os parametros biolégicos de
cada clone quando comparados a cepa padrdo, foi avaliada a curva de
crescimento, infeccdo in vitro e in vivo e realizado testes de
sensibilidade dos parasitos a drogas leishmanicidas padrdo utilizadas na
clinica.

As curvas de crescimento para cada cepa parental e seus

respectivos clones estdo mostradas na figura 12.



N* parasitosimlL

78

Figura 12 = Curvas de Crescimento de Leishmania sp. = Ferfil de crescimento de promastigotas das populagdes selvagens e clones ransfectados de (A) L
infaniurn PRTS, (B) Pongo; (C) L. braziliensis M2904 & (D) L amazonensis LTB0016. Os parasitos partiram de um inoculo inicial de 107 parasitosimL & acompanh ados
diariamente até o 6° dia de cultivo. Os pontos representam +- o desvio padrao de dois experimentos em triplicata
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N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) entre as curvas de crescimento dos clones quando comparados
a cepa parental, indicando que a inclusdo do gene LacZ ndo alterou o
tempo de duplicacdo e o crescimento dos parasitos in vitro.

Para avaliacdo da manutencdo da infectividade in vivo grupos de
dois camundongos fémea Balb/c com 40 dias de nascidos, provenientes
do biotério setorial do MIP foram inoculados no coxin plantar traseiro
com 10° promastigotas de L. amazonensis e L. (V.) braziliensis, ou por
via intra-hepética para L. infantum (Pongo e PP75). Durante o periodo
de cronificagdo, um animal infectado com L. (V.) braziliensis M2904
morreu por causas naturais e ndo foi possivel recuperar os parasitos. Os
animais foram eutanasiados 90 dias ap6s infeccdo e as lesfes das patas,
do figado e bago foram retirados de forma asséptica para a detecgédo dos
parasitos em esfregagos corados pelo método de Giemsa e cultura em
meio Schneider 10% SBF para reisolamento dos parasitos.

Os animais infectados com L. amazonensis LTB0016
desenvolveram grandes lesdes nas patas inoculadas tanto com a cepa
parental como os clones (figura 13 A). Ja o animal sobrevivente
inoculado com L. (V.) braziliensis M2904 mostrou apenas um edema nas
patas tanto para a cepa parental como para o clone D10. Os animais
infectados com L. infantum Pongo e PP75 e seus respectivos clones ndo
mostravam alteracGes externas bem como na disseccdo dos Orgaos
retirados (figado e bago) ndo demonstraram sinais de alteracdo

patoldgica.
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Figura 13 - Lesao em pata de camundongo e esfregaco de pata de camundongo corado pelo
método de Giemsa — Fotos representativas de (A) lesdo causada por L. amazonensis LTB0016 em
camundongo Balb/c. Na pata esquerda foi inoculada a cepa parental e na pata direita o clone B10
transfectado com a enzima B-galactosidase. (B) Impressé@o de pata de camundongo infectado com L.
braziliensis M2904 cepa parental em lamina corada pelo método de Giemsa mostrando um amastigota
intracelular (seta).

Tonini (2013) acompanhou por 10 semanas o0 desenvolvimento de
lesBes provocadas por L. amazonensis transfectadas com o gene LacZ e
verificou que ndo houve diferengas no desenvolvimento das lesGes entre
as cepas transfectadas e parental. Moura (2004) mostrou que o
desenvolvimento de lesGes provocadas por L. (V.) braziliensis na orelha
de camundongos Balb/c tem seu maximo desenvolvimento em 5
semanas apos a infeccdo, sendo que apds a nona semana de inoculagdo
foi observada a cicatrizacdo total da derme, indicando cura clinica
espontanea.

Atualmente ndo ha modelo animal validado para leishmaniose
cutanea, apesar de que alguns modelos utilizando ratos, camundongos e
hamsters sdo utilizados em varios laboratérios (MEARS et al, 2015). A
falta desse modelo é devido a baixa correlagdo entre 0s mecanismos de
desenvolvimento da doenca entre os animais e humanos, como a
apresentacdo e manifestacdo da doenca, patogenicidade e resposta
imune. Poucos trabalhos foram desenvolvidos utilizando infec¢do de

roedores com L. (V.) braziliensis. A maior parte dos camundongos sao
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resistentes a infec¢@es por L. (V.) braziliensis devido a inabilidade dessa
espécie de inibir a resposta Thl (MEARS et al, 2015; DEKREY; LIMA;
TITUS, 1998). O Unico modelo que apresenta potencial para ser um
bom modelo animal para L. (V.) braziliensis é o hamster dourado
(Mesocricetus auratus) (MEARS et al, 2015; GOMES-SILVA et al,
2013).

Costa e colaboradores (2013) relataram a presenga de sintomas
graves de leishmaniose visceral em cdes apds 450 dias de infeccao,
sendo que os sintomas mais comuns foram o crescimento exacerbado de
unhas e linfadenopatia, seguidos de mudancas na pelagem e
esplenomegalia. Cruz-Chan e colaboradores (2014) mostraram cura das
lesBes de pele de cées infectados com L. mexicana apds 15 semanas de
infeccdo e também relataram leve esplenomegalia em alguns cées nesse
periodo. Rodrigues e colaboradores (2009) relatam o aumento no
namero de parasitos no baco de camundongos Balb/c infectados com L.
infantum ap6s 28 dias de infeccdo e sua diminuigdo apds 56 dias de
infeccdo. No entanto, os autores ndo relataram mudancas fisiol6gicas
nos animais infectados.

O reisolamento dos parasitos a partir dos érgdos de camundongo
ndo foi possivel nas cepas de L. infantum e L. (V.) braziliensis, contudo,
em todos os esfregacos corados foi possivel confirmar a infeccdo para
todos os clones, como demonstrado na figura 13 B.

Os parasitos de L. amazonensis reisolados de camundongo foram
testados para a expressdo de [-galactosidase. Ambos o0s clones
expressaram a enzima de maneira semelhante aos parasitos cultivados
com a presenca de antibiético de selecdo G418.

Como o objetivo dessa padronizacdo é a realizacdo de um ensaio
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colorimétrico para a triagem de atividade leishmanicida de compostos
para L. (V.) braziliensis era importante saber se existia uma correlacdo
entre a metodologia tradicional de contagem microscépica e a deteccéo
da atividade enzimatica de amastigotas em células infectadas. Para isso,
foram realizados ensaios infectando células THP-1 com indculos
crescentes de L. (V.) braziliensis M2904 e apds 72 horas foi realizada a
contagem em microscdpio de 300 células coradas pelo método de
Giemsa e a analise colorimétrica. Também foi avaliado paralelamente a
infeccdo de células THP-1 pelas cepas selvagens e transfectadas para
determinar se o processo de transfeccdo alterou ou ndo a capacidade
infectiva e de multiplicagdo intracelular dos parasitos. A Tabela 3 mostra
o0s indculos, a porcentagem de infeccdo e a média de amastigota/célula

de cada clone.

Tabela 3 — Taxa de infecgdo de células THP-1 in vitro pela

cepa parental e clones de L. (V.) braziliensis M2904

% de Média de ]
Amostra  In6culo ] ) Absorbéancia
infeccdo amastigotas/célula
20 ND ND 2,15+0,20
Clone B7 10 88 17,61 2,14+ 0,02
5 50 9,13 1,7+0,11
20 ND ND 1,97 £0,22
Clone
10 75,61 10,81 0,87+0,11
D10
5 50 6,52 0,93+0,09

Parental 20 ND ND Nao se aplica
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1 79
0 ,66
53

5 7,56
33

9,02

Os resultados mostram que utilizando o inoculo de 10
parasitos/célula, a taxa média de infeccdo celular foi de 81% com média
de 12,5 amastigotas/célula infectada. Ja no inéculo de 5 parasitos/célula
a taxa média de infeccdo foi de 51%, com cerca de 7,7
amastigota/célula. O inéculo de 20 amastigotas/célula ndo foi contado
por possuir uma quantidade muito grande de amastigotas/célula e um
elevado nimero de células destruidas, o que leva a grande dificuldade
de mensuracdo e erros de contagem, um dos principais problemas da
metodologia classica.

Adicionalmente ao teste de PCR mostrando a integra¢do do gene
LacZ no genoma, os clones transfectados das diferentes cepas foram
cultivados por 12 semanas na presenca de 300ug/mL de G418 ou
auséncia do antibidtico e testados quanto ao nivel de expressdo de -
galactosidase, conforme mostrado na figura 14.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticas
na expressao da enzima em clones mantidos na presenca ou na auséncia
do antibiético G418. Esse resultado é mais um indicativo da integracdo
do plasmideo no genoma do parasito, uma vez que ndo foram
observadas quedas na expressdo do gene LacZ ap6s 12 semanas de

cultivo na auséncia da pressdo seletiva da droga.
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Tonini (2013), transfectou uma cepa de L. (L.) amazonensis com
um plasmideo epissomal contendo o gene da [-galactosidase. Ele
relatou queda de 70% da atividade da enzima apds 10 semanas de
cultivo, fazendo-se necessario o uso de quantidades altas de antibiético
para manter a expressdo da enzima. Geralmente, plasmideos epissomais
s8o instaveis na auséncia da pressdo seletiva do antibidtico (CLAYTON,
1999). A diminuicdo na expressdo de genes repdrter em Leishmania
com plasmideos epissomais apds passagem in vivo ou quando cultivados
na auséncia de pressdo seletiva é um fendmeno relatado com frequéncia
(ROY et al, 2000; OKUNO, et al., 2003; CHAN et al. 2003).
Antibiéticos podem mudar a biologia do parasito, podendo levar a
expressdo de genes que, em geral, ndo estariam expressos, além de
tornarem 0 processo mais ONeroso; por isso, a importancia de uma
transfeccdo estavel sem a presenca de antibidtico.

Nesse trabalho, foi utilizado um plasmideo integrativo para
contornar esse Viés, sendo possivel o cultivo dos parasitos sem

antibidtico, corrigido assim o problema encontrado por Tonini (2013).

4.7 Susceptibilidade a farmacos

Como prova de conceito, a susceptibilidade da cepa parental e
dos clones de L. (V.) braziliensis M2904 foi testada frente a cinco
farmacos leishmanicidas (Glucantime, Anfotericina B, Pentamidina,
Miltefosina e Paromomicina) utilizados na clinica. Os ensaios foram
realizados utilizando-se a metodologia tradicional de contagem em
microscdpio e a metodologia colorimétrica aqui padronizada.

Para o farmaco glucantime foi encontrada uma Clsq de 100,6
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ug/mL para a cepa parental; entretanto, os clones transfectados ndo
demonstraram nenhuma atividade em qualquer das metodologias
utilizadas (teste colorimétrico e metodologia classica). Menezes (2014)
encontrou uma Clsy de 32,5 pg/mL para esse farmaco utilizando a
mesma cepa de L. (V.) braziliensis. Vermeersch e colaboradores (2009)
relataram valores de Clsq que variaram de 10,2 ug/mL a >64 ug/mL para
L. (L.) donovani. Zauli-Nascimento e colaboradores (2010) obtiveram
valores de Clsp que variaram de 18,5 ug/mL a 112,24 ug/mL para
isolados clinicos de L. (V.) braziliensis. Em células THP-1 diferenciadas,
0 glucantime apresentou um valor de CCso > 3 mg/mL e um indice de
seletividade > 29,8.

Para o farmaco anfotericina B foram encontrados valores de Clsg
que variaram entre 0,65 uM a 0,72 uM, utilizando-se o teste
colorimétrico, e de 0,43 uM a 0,75 uM utilizando-se a metodologia
cléssica para os clones transfectados. O valor de Clsg da cepa parental
foi de 1,3 uM. Os valores de Clsp encontrados pelo método
colorimétrico foram similares aos encontrados por \ermeersch e
colaboradores (2009), que obtiveram um valor de Cls de 0,6 a 0,7 uM
utilizando L. (L.) donovani. No presente estudo, a anfotericina B obteve
um valor de CCsg de 9,79 uM em células THP-1 diferenciadas, tendo
assim um indice de seletividade variando de 22,7 a 7,5.

Para o farmaco pentamidina foram encontrados valores de Clsg
597 a 625 uM utilizando-se 0 método colorimétrico e 199 a 215 puM
utilizando-se o0 método classico para os clones da cepa transfectada. Para
a cepa parental foi encontrado um valor de Clsy de 446 uM. Faria e

colaboradores (2013) obtiveram um valor de Clsy de 13,0 uM para L.
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(V) braziliensis e 3,38 uM para L. (L) amazonensis, doses muito
inferiores as encontradas nesse trabalho. Em células THP-1
diferenciadas, foi encontrado um valor de CCso de 85,19 uM, sendo
muito abaixo que o valor de Clsp, tornando inviavel seu uso para essa
linhagem celular. O grupo de Faria (2013) encontrou um indice de
seletividade de 1,96 utilizando células RAW 264.7.

O farmaco miltefosina apresentou um valor de Clg, variando de
28,8 a 34,02 puM para o ensaio colorimétrico e entre 13,8 a 21,32 uM
para a metodologia classica. Com a cepa parental foi encontrado um
valor de Clso de 24,9 pM. Sharma e colaboradores (2014) encontraram
um valor de Clsg de 8,10 uM para L. (L.) donovani. Vermeersch e
colaboradores (2009) encontraram um valor de Clsy de 4,3 uM para L.
(L.) donovani. Escobar e colaboradores (2002) encontraram valores de
Clsg de 4,5 uM para L. (L.) donovani, 10,12 uM para L. (V.) mexicana,
10,63 uM para L. (V.) panamensis e 37,17 uM para L. (L.) major. No
presente estudo foi encontrado valor de CCsq de 27,65 uM para células
THP-1 diferenciadas, fazendo com o que indice de seletividade variasse
de 0,81 a 2,0. Sharma e colaboradores (2014) encontraram um indice de
seletividade de 7 utilizando célula Vero.

O farmaco paromomicina, semelhantemente ao glucantime, ndo
demonstrou atividade nos parasitos transfectados, nem utilizando-se o
método colorimétrico, nem utilizando-se a metodologia classica. Foi
encontrada para esse farmaco um valor de Cls de 18,06 uM para a cepa
parental, valor semelhante ao encontrado por Suryawanshi e
colaboradores (2013) para L. (L.) donovani. Em células THP-1
diferenciadas, a paromomicina teve um valor de CCso >1000 pg/mL

para THP-1, tendo um indice de seletividade > 55,3.
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Os resultados dos testes sugerem que a insercdo de um gene
exdgeno no genoma do parasito suprimiu totalmente a sensibilidade aos
farmacos glucantime e paromomicina, mas nao teve semelhantes efeitos
de supressao de sensibilidade com as demais drogas. Tanto o glucantime
guanto a paromomicina ndo atuam contra a forma promastigotas do
parasito, por isso, ndo foi tentado fazer nenhum ensaio com essa forma
para saber se existia atividade nos transfectados.

Os resultados de testes de compostos estdo sumarizados na tabela

Tabela 4 — Susceptibilidade da cepa parental de L. (V.) braziliensis
M2904 e de seus clones expressando a enzima B-galactosidase a

farmacos leishmanicida padrao
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Continuacao Tabela 4 — Susceptibilidade da cepa parental de L. (V.

braziliensis M2904 e de seus clones expressando a enzima J-

galactosidase a fArmacos leishmanicida padrao
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13,86

34,02

24,97

45—
37,17

Nao

converge

18,06

22,6°

Fontes: 1 - Menezes, 2014; 2 - Vermeersch et al, 2009; 3 - Faria et al, 2013;

4 - Escobar et al, 2002; 5 - Suryawanshi et al, 2013

O ensaio colorimétrico mostrou resultados semelhantes aos

obtidos pela metodologia classica para os farmacos anfotericina B e

miltefosina. Ja para a pentamidina foram obtidos resultados discrepantes

entre a metodologia classica e a metodologia colorimétrica, ambos

foram bem diferentes do valor padrdo encontrado por Faria e

colaboradores (2013) que também foram obtidos utilizando L. (V.)
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braziliensis; como o valor do indice de seletividade para esse farmaco
em células THP-1 foi muito baixo, esse farmaco ndo pode ser utilizado
como controle no ensaio colorimétrico para triagem de compostos com
potencial atividade leishmanicida. Infelizmente, o processo de
transfeccdo alterou a susceptibilidade dos parasitos ao farmaco
glucantime, que € o farmaco de primeira escolha para o tratamento de
leishmaniose, e ao farmaco paromomicina, invalidando o uso desses
dois f&rmacos como controles no ensaio colorimétrico.

Por levar em consideracdo todos os parasitos presentes na placa,
0 teste colorimétrico traz resultados mais confiveis que a contagem
microscdpica, na qual sdo contadas aleatoriamente 100 células/pogo em
trés pocos, totalizando 300 células. (BERMAN; WYLER, 1980; NEAL,;
CROFT, 1984; BERMAN; LEE, 1984; SERENO et al., 2007). A
contagem manual é laboriosa e estd sujeita a erros de resultados, uma
vez que pode-se contar campos mais ou menos infectados e, quando a
infeccdo é muito alta, pode-se errar na contagem do nimero de parasitos
intracelulares. Além disso, a contagem manual ndo leva em
consideragdo morte ou replicacdo celular, o que também pode resultar
em erros de interpretacdo (CROFT; SEILFERT; YARDLEY, 2006;
GUPTA; NISHI, 2011).

Paralelamente a este trabalho, foi testada a atividade
leishmanicida de 222 amostras disponibilizadas por diferentes
pesquisadores de universidades brasileiras contra L. (L.) amazonensis,
utilizando um protocolo previamente desenvolvido, padronizado e
implementado no Laboratério de Protozoologia (TONINI, 2013). Os
compostos testados eram de origem natural (180, 81,08%) ou sintética
(42, 18,9%).
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Parte destes resultados esta publicada na Revista Brasileira de
Farmacognosia, em artigo intitulado “Chromenes from leaves of Calea
pinnatifida and evaluation of their leishmanicidal activity” em anexo
(Apéndice 1). Outros resultados foram apresentados no XI Congresso
Latinoamericano de Botanica (Apéndice 2), nos anais do XXIII
Seminario de Inicia¢do Cientifica da UFMT (Apéndice 3) e um resumo
foi publicado na Revista de Ciéncias Farmacéuticas Bésica Aplicada

(Apéndice 4). Atualmente, outro artigo se encontra em preparacao.
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5 Conclusdes

v Trés espécies de Leishmania foram transfectadas de
maneira integrativa com o gene LacZ que codifica para a enzima f-
galactosidase.

v Foram produzidos clones de L. (V.) braziliensis, L. (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum expressando de forma estavel a enzima
B-galactosidase.

v" Aclonagem das cepas melhorou entre 2 e 4 vezes o sinal
de deteccdo dos parasitos em relacdo a cepa parental transfectada para
os clones de L. (L.) amazonensis.

v A adicdo do gene exdgeno ao genoma dos parasitos nao
alterou as caracteristicas biol6gicas de crescimento e infectividade dos
parasitos in vitro e in vivo.

v A transfeccdo alterou o perfil de sensibilidade dos clones
de L. (V.) braziliensis selecionados a dois dos cinco farmacos testados.

v Foi validado um teste colorimétrico para triagem de
compostos com resultados semelhantes aos obtidos utilizando a

metodologia classica.
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Urishmuanicidal actity

Colen pinnotifida (R Br.) Less. Asteraveae. is popularly known o “guebra-tude®, “cipi-one” or "arcs®
Thiz species i= used in the fulk medicine for the reatment of somach pain, giardiasis and smoebiasis,
The aim af this study was to isclate and identify rhmmrnrs me leaves of C. pinmatifids and evabuate

their leishmanicidal activity. & fraction fr lyzed for their chemical con-
stituents, resulting in the isolation and rhirmamm of four known chromenes: G-acetyl-7- hydmxv-
22-dimethylchromene (1], Geaceyl-7 . (2] 6

meethoy-2.2 (3] amd &[0 T-methony-2, 2-dimethyichromens (-\I
structure identification of isolated compounds involved analyss of spectral data of 10 and 20-HMER.
“The isnlated com pownds are here reported for the firse time in £ pinnarfida, and the chromenes 1and 3
show a moderate lelshmanicidal activity.

03004 Seckedade Brasileira de Farmacognosia. Pubdished by Elsevier Editora Lida, Al righes reserved,

Introduction

whe ether and ethyl = from aerial parts of
whis plant and its essential oil revealed the presence of faty esters,

Colea L s a large genus of the Asteraceae Family (tribe

Htllamncac. subitribe Melampodiinae), containing approsimately
ially in trogical and

mnza\mnm[m.qm and Carvalhio, 201 1), with the greatest num-
ber of species being recarded in Brazil (Maondin and Bringel |t
2010]. This genus has been reported in the literature to possess
various bialagical propertics, such as anti-inflammatory (Gores
and Gil, 2011], anti e e al., 2002], antibei: i

phenolic aclds, sterols, monoterpenes, one polyacetylene, and one
sesquiterpene lactone (Ferreira ot al., 19806 b: Karo ot al,

Chromenes [benzapyrans) represent 3 class of secondary
metabolites that have generated great attention because of their
interesting biological and pharmacalogical properties (Ribeiro
et al, 2011 Thomas and Zachariah, 2013). Several studies have
dermarnstr, Lhe insecticidal, antibacterial, fungicidal and cyte-

Rokic activities of these substances {Bandara et al., 1992; Burkbard

[Wu el 1}, acaricidal { Ribeir et al., 201 1), antifungal (Flz
et al., 2002}, antidiabetic {Rames et al. 1952}, antimicrobdal |
Nascimenta et al., 2004}, antihypertensive {Guemers et al., 2002).
and cytotoxic activities (Nakagawa et al,, 200

Calen pinmatifidn (R, Br.) Less. is popularly known as “aruca”,
“ciptcriz” or "quebra-tudo® (Mors er al. 2000). This species is
used in the folk medicine for treating digestive disorders, giar.
diasis and amaebissis (Malhado Filbo, 1847; Prusk and Urbatsch,
1988: Mars et al., 2000). Previous phy

[ 294; Iqbaal et all, 2004; Chen et 005 ). Furthermaore, some:
compounds of this class of narural products have been described o
hawe notable antiprotozeal effect (Alizadeh et al., 2008: Batista Jr.
et al., 2001 arel et al., 2001},

Herein, we report the isolation and the structure deter-
mination of four known chromenes, named as G-acetyl-T-
Eyelroxy-2,2-dimethylchromene (1], G-acetyl-T-methoxy-2.2-di-
methylchromene [21. - [l hyrlrmry:thyl) ? -meethay-2,2-dime-

* Comesponding au
E-mail maigue I....-.u @ufsc b [WLW. Blavarri.

. ok ory L1016 b 200 500140
i Brasibeira

(31 { 2, 2-dime-
thydchramens (4L In Mdumn. the mlaled mmpomd; were
selected for lesshmanicidal assays based on previously reported
activity of re irally in oiher ry
protozea (Harel ec al., 2

bwier Ediora Lida, A rights reserved.
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E] TC Lisa ef ol [ Riesisto Brosiksing de Farmocoguasia 25 [2015) 7-10
oA N [C-4), 113.5{C-4a}, 128.5(C-5), 113.8(C-6], 165.2(C-7), 1045 (C-E).
HOI hoﬁ(x“ H"CU']I: “?I'o“é 1604 [C-Ba), 286 (C-9), 286 [C-10], 2023 (C-11], 261 (C-12).
= - = =
T R : o G-Acenyl- F-methoay-22-dimethylohromene (2)
' S Yellow all; "H NMR [CDCly, 400 MHz): § 7.54 (s, TH, H-51, 6.38
H (51 H. H-8), 6,30 (d, TH.] 9.8 Hz, H-4). 5,53 (d, 1H, ] 9.8 Hz, H-31,
o ”‘“ °‘-< i I’“‘ O BEE (5, BHH-130 2056 (5 3H, H-12), 144 (5, 3HLH-9), 1,44 5, 3H,
o H-100: 3¢ NMB [CDC, 100 MHz s § 72,7 (C-2), 1284 (C-3), 1214
[Cd), 1140 {C-da}, 1281 (C-5], 1208 (€-G), 161.2 [C-T}, 9.7 [C-&),
zHy 1585 (C-8a), 28.4 [C-9). T84 (C-10), 197.6(C-11).31.9 (C-12), 556
a 4 [C-13.
Materials and metivods 61 F-merhiny-22- 16 3]
. 30 - i . "
General - rocedisres Green gum; o] = +45,49 (¢ = 02133 gml " CHC 52 on, 20°C);

elting point was defermined using an MOAPE-307 melting
paint apparatus, Optical rotation was measured in the solvent
CHCly on a Jasco P-2000, The 'H and "*C NMR spectra was
abtained using a high resalution Bruker A¥ANCE-200 and Ascenc
60D spectrarneters, Frequency of 400 ard G00 MMz for |1, and 100
Al 150 MHz Tor "*C, respectively, NMR speciroscopic data were
acquired in CDCly, TMS was used as internal standard, chermnical
shifts (&) were given in ppm, and coupling constants (] in Hz. 20
NME experiments (HSOC, HMBEL) were also performed using Bruker
AVANCE-400 and Ascend GO0 spectromeers,

Pant mgterial

The leaves from Calea R Br.) Less., were
collected In September 2012, at the *Costa da Lagoa™, Flariandpolis,
Santa Catarina, Brazil. Plant identification was performed by Dr,
John F.Pruski. Rew York Botanical Garden, and a voucher specimen
(MO-2383318 number) is deposited in Missouri Batanical Garden
Herbarium [MO], St. Louis, Misseur, USA

Exrracsion and tsalntion

Fresh beaves from © pinatifide (800g] were extracted by
maceration for 15 days at room temperature (oo, 25°C) with
wthanal 825, After evaporation of the 5nh=||t under r:r]uned

'H WM (CDC1,. 00 MH2 ) 4 694 (d, TH.J 0.3 Hz, H-5) 537 (5.1 H.
H-BL627(dd, TH.19.7 0.3 Hz. H-41. 547 (d, 1H, ] 5.7 Hz, H-1}, 5.02
(5 TH, [ 5.5 Ha, H-11}, 282 {5, 3, H-13), 148 [d, 3H, 6.5 Hz, H-12],
1.42 (s, TH, H-8), 1.42 (5, 3H, H-10]; 7C NMR (CDCh, 100 MHz): &
T6.5(C-2). 1278 [C-1) 1218 {C-4), 1117 (C-da), 123.8(C.5), 1256
[C-6), 157.5(C-7], 99.9 {C-8}, 1532 (C-8a), 28.2 {C-9), 28.2 {C-10},
656 (C-11) 22.90C-12) 55.6(C-131

Gl froy-2.2- 4

Gireen obl; 'H NME (ET3C1,. 600 MHz - & 7.00 (5 TH. H-51. 634 (5.
U H, H-816.29 {d, TH. | 9,7 Hz, H-3), 5,45 [d, 1H, ] 8.7 Hz, H-3},4.74
(g H, 6.4 Hz, H-110 377 [5, 3H, H-13), 3.39 (dg. 1H, [ 9.4 7.0Hz.
Ho1a') 337 (dg, 1H, ] 8.4 7.0 117, 1.43 [, 3H, H-9), 1.43 [, TH.
HA10), 1.35 (d, 3H, | 6.4 Hz, H-12), 118 (dd, IH, | 7.0 70 Hz, H-2');
VI NBAR [COCLy, 150MME): & T6.3 [C-2), 1275 [C-3), 1223 (C-4])
1139{C4a), 123.9({-5), 124.6(C-6), 157.6(C-7L 99.3 (C-8], 1528
[C-Ba), 28.2 (-9, Z8.2(C-10), MO8 [C-11], 228 (C-12), 555(C-13)
B3.B(C-17, 155 [C-2)

Leistmanicidil soreening

Human macrephage cell line THP-1 (ATEC TIR202) was grawn
in RPMI-1640 without phenol red [Sigma-Aldrich, 00, 5t Louis,
MO, USA] supplemented with 10% FBS (Life Technologies, USAL
12.5mM HEPES, penicillin [100Urml]. streplommycin [100 pg/ml)
and Glutamax (2 m at 37°C im a 5% COy incubator, L

pressure, 12 5 of the ethanc]

The ethanal extract was re-dissolved in H;Omlﬂmﬂlumhﬂl wllh
solvents of increasing polarity. The partitioning of this extract was
performed with a-hexane, dichloremethans amd ethyl acetare,
respectively. vieding n-texane [45g) dichloromethane (0.5 g)
and ethyl acetate {15 g} fractions, as well as a residual agueous
fraction {55 g Initially, an aliquot of the hexane fraction (2.0g)
of the exiract was subjected to column chromatography with
silica gel 60, Blution was carried aut using a ssbvent gradient
of n-hexanesacetone in increasing palarities {100:0, 88:2, 95:5,
90:10, 70:30, 50:50, 0:100, respectively], chtaining some sub-
Iractions ric chramenes [subfraction 1: 35mg, sub- I'r:u:llnn 2
20mg. ion 3: 15mgl . these sulb-fi

were purified by preparative TLC (ll-hmne acetone 85 15h
Sub-fraction 1 afforded B0 mg of 1 and 4.0 mg of 4, sub-fraction 2
yielded 18.0mg of 2, and sub-fraction 3 afforded 50mg of 3.

G-Acetyl-7-hydroy-2.2-dinmethylchromene (1)

Wellow needles; mp: T8-80°C: THNMR [COCL, 400 MHz): £7.31
ibes, TH, H-51.6.33 (brs, | H.H-8], 6.28 [d, |H, [ 9.9 Hz, H-4), 5.58
0, 1H.J 9.8 Hz, H-3), 2,54 (5, 3H.H-12), 144 (5, 3H, H-91, 144 (5, 3H,
H-100: 50 MM (CDC)s, 100 MHz2):  77.9(C-2), 1289 (1C-31 1210

MHOMIBR/77/LTEOO1E promastigotes, expressing fi-
malactosidase, were grown at 26°C in Schneider's insect madim
[Sigma Chemical Co. 56 Louls, MO, USA) supplemented with 5%
heat inactivated fetal bovine serum Fiis and 2% of human urine,

Far the icidal screening against intracellular L. gmezn-
rensis amastigates, THP-1 cells (3.0 = 104 per well] were cultivated
ing6 in RPMI-1640 medi o as described

above and treated with 100ngiml of phorbel 12-myristate 13-
acetate {PRA] for 72 b at 37°C in a 5% 0y, to allow THE-1 cells
differentiation inte non-dividing macrophages (Schwende of al
1996}

Four days culture promastigates (4.0 = 108 parasives/mi) were
washed with phosphate buffered saline. pH 7.4 (PBS) an inou-
bated in RFMI-1640 supplemented with 1085 human ABl+ seram
heat-inactivated for 1h at 34°C ta parasite opsenization, THE-1
cells were incubated with a parasite/cell ratio of 10:1 for 3h at
24°C and 5% C05. After this persod nan-adberent parasite were
removed by ane wash with PIS and infected cells were incubated
with 180l of full 5upplemeul|:d RPMI-1640 medmm for another
Zah1a allow
amastigotes.

Compounds 1-4 were solubilized in dimethyl sulfoxide {DMSD)
and serially diluted (S0-0.8ugmi-') Infected cell layer were




treated by additian of 20 11 of cach sample, in triplicate. followed
by incubation fir 48 hat 34 -Cat 53 C0;. After treatment, cells were:
carefuly wasthed with ms.ma incubated for 161 37 °C with 250 ul
of idde (Sigma-Aldrich Co St
Louis, MO, USA} (CPRG] at mnpu and Nonidet P-4D {Amresco

Inc, Selon, Chio, USA) [NP-40) 0.1%. Optical density was read ar
ST0fEI0nM in an Infinite M200 TECAN, Austria. Amphotericin B
[Bristol-Myers, Squibh ) was used as positive control and DMSO 15
as negative contral.

T.C. L o o, f Rewisto Brasiledoo g Formmcognasiy 25 (2015) 7-00 9
Table 1
Le viky of Cabea piontifida
Material tted % Growth mhitetion
gl ! s ammastigtes:
Compound | 39.3[+748)
Cempound 2 Mo activity
Cempeund 3 23[+57)
Compaund 4 Ho acthity
Nagaive contral (M50 15) o
Paaitive comtrol (smphetericin & 2] AL [£505)

Results and discussion

The hexane fraction of the leaves from C pinnarifida was phyto-
chemically stsdied by column chromatography on silica gel and the:
chromene-rich fractians obtained were further purified by prepar-
ative TLE to nolatc compaunsds 1-4, Their chemical structures were:
estabdished by physical data and 1D.and 20 - and
their spectr ished data [ Seeelink
and Marshall, 1979; Fang «t al 1588; Zhai et al., 20180 Harel et al,
011}

Compounds 1-4 showed dosely related NMR data. The 10

Methyleupatiriochamene was earlier isolated from C axplepis
(Bohimann «t al., 1982a}, C tewcrifolia [Bohlmann et al. 1981b), €
rorundifelia [Bohlmann e al. 1981a) and C. mari { Bohimann et al.,
19810] and tested against some protozoan parasites [Harel et al,
2013 and imsext spacies [Klocke et al. 1985

Encacaline] was pmmusl,- obeained from ¢ mori (fiohimann

etal, 1981k} and
et al, 2013, pathegenic Im:nena (Rios et al, 2003), insect larvas
[Klocke et al., 1985 ) and dermataphytes furgi (Aguilar-Guadarrams
eral. 2009)L

Ethyl encecalol has been described & an artitact produced
during tion of speckes Encetia furinesa Gray (Steelink

and 20-NMR spectial data of these comp are
with thise of & chivamene skeleton. This, compounds 1,2, 3 and
4 were identified as 6-acetyl-7-hydrowy-2.2-dimethylchromens:
[eupatoriochromene) [Harel ot al., 2011), G-aceryl-T-methoxy-2 2-
dlmmwhmmme-{mttl‘wlcwatntluv:hmmcnc][!"a-M-\I 20108
wroamene (encecali-
rml) {Fang et .|| wm) :nd B-n athowyethyl]-T-methooy-2.2-
dimethylchramene {ethyl encecabaly{Steelink and Marshall, 1578)
respectively. There are no ;penmcup.c w vptical evidences b
define the Jaml

and Marshall, 197%) In general, ethoxylated derivatives are
unlikely from the biogenetic point of view. However, this partic-
wlar compaund was alsa isolated from the p-hexane extract af
Ageratum conyzaides, whose separation and purification steps did
not invalve any ethanal in the isolation proceduwre (Conziker of al.,
15911 With the aim to confirm if the compound 4 is o nod an arti-
Fact produced during the extraction with etlsanol, a saall partion
of the plant material was extracted using MeOH and subjected
ro the same partition procedure. & comparisen performed by TLC
[ thatth cecalol was not identified inthe hex-

. Optical ratation of encecalinol [ 3 A 549 (e
details above].

Compound 4 [CigHz0y) was isolated as a green oil Its 'H NME.
spectrum showed the presence of two singlets at & 7.00 (s, TH.
H-5) and & 634 {5, 1H, H-B}, indicating the presence of a 1.
tetrasubstituted benzene ring, These signals associated with a pair
of AM doublets ar § G.2% [d, 1H, | 9.7Hz. H-4) and 4 545 (d. 1H.
9.7 Hz, H3), typical of a cis-olefin, suggested a benzopyran mai-
ety that together with the presence of a singlet at 5 1.43 {5, 6H.
H-Srand H-100, indicated a chromene skeleton. Furthermore, it was
also possible to observe a singler at § 3.77 (s, 3H, H-13) typical of
a methoxy group; & doubler ar § 1.35 (d, 3H, [ 6.4 Hz. H-12) and a
quartet at d 4.74 [q. 1H./ 64 Hz, H-11, corresponding to a carbinol
hydrogen. This compound also exhibited two doublet of quartets
at & 339 [dq, WH. /94 70 Hz, H-1a) and 337 (dg. TH,) 94 70016
coupled fo a daubier of daubiets at 1, Iﬂ-’dd 3H.J 7070 He K- 21

thyl g hedl toan

&C=11, This is the first l!pnnohhe asalation af the ethyl encecalal
in the genus Calea,

anc fraction om Me(i extract, therefore that
this mmmund may be really an arifact of extraction with ethancl,
rening data of the ch 1-4 against
m: Forms of Leist i is are shawn in
Talse 1. Cr 2 and & did pot displayed |sishmanicidal activ-
ity, while 1 and 3 exhibited moderate effect against Leishmania
intracellular amastigetes. AL a concentration of 50 g ol comn-
pounds 1 ad 3 inhibited the parasite intracellular growth by 39.3%
and 32,3%, respectively, Amphotericin B was used as positive con-
wral, producing inhibition of $66% ar concentration 2 wM, and the
negative contral (IS0 1%) did not show any inhibision, Com-
paring the strecure of the four chromenes was found that the
polar chramenes (1 and 3] were more bioactive than the non-
polar chromenes (2 and 4), indicating that the palasity may play
an important rale in the letshmanicical effect of thy
Natural andl synthetic chromenes have been reported to exhibit
imeresling du(ipmmmal elfect. A molecular dod:ing anal;lsis weas
carried out to evaluate pn(emlal Leizhmareia pmein targets of

The "*CNMER aided by ar shiftcor-
I i i HSQC and HMBC. The HSQC and HMBC
spectra demonstrated the presence of 16 carbon signals, including
two sp? aromatic carbons {3; 99,3, 123.9), twe aromatic quatemary
carbons(d¢ 113.9.124.6). two ooygenated aromatic quaternary car-
bons [4; 152.8. 1576}, twa olefinkc carbons (4¢ 1222, 127.5). three

plant-derived chiromenes and other phenolic com-

pounds (Ogungbea e al., 20141 In this study. a chromene exhibited

selective docking to majar N

slmwnx that chromenes may be promising a5 amnwmsmc based
kysis, In-ather study, i

cidal activity of twelve synthetic chromenes against in vitro L major

sp? eocygenated carbans (A; 55.5, 638, T0.49). one sp?
quaternary carbons (#; 76.3 ) and Four methyl graups (5 15.5, 22,8,
28,2, 2.2)

Eupatoriochromene has been previcusly isclated from Coien
species, such as C sermotn {Steinbeck e al. 1957), © hispide
[Bohlmann et al., 196200 C ewplepls (Bohlmann et al. 1982a), C
rotundifitia (Bohlmann et al., 1981a) and C peckil {Castro et al.
19549}, Mareover, this compound has been tested on Trypanasema
[Harel et al.. 2013) and insect larvae (Klocke et al., 1985).

and scme compy exhibited impertant beish-
manicidal effect (X growLh inhibition>70%), showing the potential
biological of this chemical class (Alizadeh el al, 2008].

Comclusions.

The phytochemical investigation of the fresh leaves aof
© pinnatifide afforded four known chromenes: G-acetyl-7-
hydroxy-22-dimethylchromene (1}, G-acenyl-7-methoxy-2,
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nn&wl‘mmmr_usmuhm N, Marwd, AF, Linares, CE,

Cafrw chematites. Planta Mesd. ﬁ B36-836
Gontied, R Ollveira, £, Gotcleib, HE. 19600 St
el clanficatnon of germacramolides from Cofrs species. Piytechrmisiry 19,

10 T Lio exat
2-di 2, 61 7-methaxy-2.2-

i (3) and 61 7-methoxy-22- Abves. SH. 2002, Che

i which . inthis species for  peeira 75 moque, NF.
the first time. the activity, 2 b
and 3 moderate effect. 1431
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COMNGRESO | iLxv cONGRESSO MACIONAL DE BOTANICA
R L KEKIV EREOT - EnconTRO RicionaL 08 BoThmicos -

BOTKNIC; ME, BA, 13

BOTANICA MA AMERICA LATINA: CONHECIMENTD, INTERACAO | DIFUSAD

INVESTIGAGAO FITOQUIMICA E AVALIAGAO DA
ATIVIDADE LEISHMANICIDA DE ESPECIES DE
ANNONACEAE DO NORTE DO ESTADO DE MATO GROSSO,

AUTOR(ES):Rafael Laurindo Morales;Aline Fernandes Pontes
Pires;Gabriela Lawisch; Dénia Mendes de Sousa Valladdo; Bruno Antonio
Marinho Sanchez;Mario Steindel; Danielle Tocantins Moura Costa;Carla
Regina Andrighetti;

INSTITUICAO:
UFMT
UFSC

Estudos quimicos e farmacelégicos de Annonaceae tém maostrade o acumulo
de diferentes metabdlitos secunddrios com  importantes  atividades
farmacoldgicas, tais como, citotdxica (acetogeninas),  antitumoral
(alcaldides) e leishmanicida (alcaldides). O objetivo deste trabalho foi
realizar a Investigagdo fitoquimica e a avallagio da atividade leishmanicida
de espécies de Annonaceae coletadas em municipios do norte do estado de
Mato Grosso. Para a realizacdo deste estudo foram coletadas amostras de
trés espécies da familia: Duguetia sp., Guatteria punctata (Aubl.) R.A.
Howard e Xylopia benthamii R.E.Fr.. As amostras foram herborizadas e
identificadas segundo a metedologia wsual utilizada na taxonomia vegetal, e
as exsicatas foram depositadas no Herbario Centro-Morte-Mato-Grossense
(CNMT) da UFMT, do Campus Universitdric de Sinop. Ramos e folhas das
amostras coletadas foram separados, secos, moidos e submetidos a
maceragdo com hexano e sucessivamente com acetato de etila & metanol,
para serem utllizades nos estudos farmacelégicos, Apds a evaporacdo dos
solventes foram obtidos os extratos hexdnicos, acetate de etila e
metandlicos, que foram avaliados fitoquimicamente por cromatografia de
camada delgada (CCD). Estes extrates foram avaliados em relacdo a
patencial atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de
Leishmania amazenensis, a uma concentragdo de 50 pg/ml. A analise
fitoquimica dos extratos dos ramos de Duguetia sp, revelaram a presenca
de flavonoides no extrato metandlico; de taninos no extrato acetato de etila
e metandlico; de terpeno em todos os extratos e de alcaldides nos extratos
acetato de etila e metanolico. © extrate hexanico de G. punctata, os
extratos acetato de etila de X. benthamil e de Duguetia sp, a uma
concentracdo de 50 pa/mL, inibiram 26%, 30% e 44% da viabilidade das
formas promastigotas de L. amazonensis, respectivamente. Os demais
extratos ndo apresentaram wvalores significativos de  inibigBo destes
parasitos. Assim, pode-se verificar que o extrato acetato de etila dos ramos
de Duguetia sp, gue contém taninos, terpencs e alcaldides, apresentou os
melhores valores de inibicdo. (UFMT, FAPEMAT, CNPqg)

Palavras-chave: Analise fitoquimica, Annonaceae, Leishmania,
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INVESTIGACAO FITOQUIMICA E AVALIAGAO DA POTENCIAL ATIVIDADE
LEISHMANICIDA DAS FOLHAS E RAMOS FINOS DE Xylopia benthamii R.
E. FR (ANNONACEAE)

Gabriela Lawisch (PIBIC/FAPEMAT)

Carla R, Andrighetti (Orientadora) - Instituto de Ciéncias da Saide/UFMT/Sinop

E-mail: crandrei20@yahoo.com.br

Colaboradores: Dénia M. de Sousa Valladdo - Instituto de Ciéncias da Saide/UFMT/Sinop.
Alne F. Pontes Pires - Instituto de Cléncias Naturais Humanae e SoclalsluFMTlSvnp Mario

Steindel, Danielle T. M. Costa - D de JFSC
Estudos qui e gicos de ies vegetais da familia Annonaceae 1@m mostrado
o acimulo de com i i ogi
tals como,

v anti-HIV e X (o]
objetivo deste trabalho foi realizar a i i ica e a
atividade leishmanicida das folhas e ramos finos de Xylopia i R E. Fr

Para isto, foram coletadas amostras da espécie no municipio de Claudia/lMT. As exsicatas
foram depositadas no Herbario Centro-Norte-Mato Grossense da UFMT do Campus
Universitario de Sinop, sob os ndmeros de tombo 6120 e 6121. As folhas e ramos finos foram
coletados, secos, moidos e i & extragdo, por com hexano, acetalo de
efila e metanol, sucessivamente, trés vezes cada solvente, com relagdo droga:solvente de 1.5
{massa:volume). Os ramos finos também foram submetidos @ extragdo com etano! a 80%.
Posterior & filtragio e evaporagio do soivents, os extratos brutos obtidos foram analisados
fitoquimicamente, através das reacbes de ] de
Camada Deigada (CCD). Estes exiralos brutos, também, foram avaliados em relagdo &
polencial atividade leishmanicida contra as formas de L

a uma concentragao de 50 pgimL. A analise fitoquimica prefminar do extrato bruto etandlico
dos ramos e/ou os ramos secos @ moidos de Xylopia benthamii R. E. Fr, por magboa quimicas

com de ekm P revelou a p G
taninos, A analige i i por CCD
a de £ nos exlralos brulos acetato de elila e metandlico das

folhas e dos ramos finos e de terpencs nos extratos hexanico, acetato de efila e metandlico das
folhas e ramos finos desta espécie. Os extratos brutos hexanico e acetato de efila de
benthami R. E. Fr, a uma ooncemtat;ao ae 50 pg/mL, inibiram 87,7% (£1.7) @ 88.5% (+3.2) da
das formas Os
oblidos com estes extratos foram samemanies a0s oblides com o controle positive, anfolericing
B, a uma concentragio de 2 pM, que inibiu 83,4% (4, 1) da viabilidade dos parasitos, o que
indica que o0s extratos uma i witro, contra as formas
de L is que devera ser melhor investigada. Estudos para a
determinacio da concentragdo Inibitdria a 50% (Cly,) em relagio aos controles negativos e da
concentragio citotdxica a 50% das células (CCy) destes extratos, |4 estdo em andamento. Os
demais extratos brutos apresentaram baixos valores de inibigho ou n3o inibiram estes
parasitos, Os extratos brutos que i contém em sua
composicao. Tais observagbes iniciais lmpdslonsm para a realizagdo de outros estudos, ja em
curso, visando o dos G
dos mesmos.

have: Xylopia,
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FM64. Investigacdo Fitoquimica e Avaliagdo da Fotencial Atividade Leishmanicida de Espécies
di Annonaceaes de acorréncia ne Estado de Mato Grosso

Morales RL. Valladdo DMS, Pontes AF, Sanchez BAM, Steindel M, Costa DTM, Andrigheti CR

Introdugio:  As leishmanioses  sio doengas  responsdveis  por alias taxas  de  mortalidade
principalmente, em paises em desenvolvimento. Mesmo com amplo avango cientifico ¢ tecnoldgico,
nie howve aumento significativo de firmacos que possam ser empregados no controle dessas doengas,
justificando a necessidade de pesquisa e desenvolvimento de novos ativos que sejam mais eficazes,
seguros ¢ de menor custo., Nesse contexto, os produtos naturais sdo fontes promissoras de potenciais
agentes  quimieteripicos, pois apresentam importantes atividades farmacologicas, entre clas as
atividades antiprotozodrias. Dados da literatura demonsiraram que diferentes espécies da familia
Annonaceae apresentam atividades leishmanicida, Objetivos: realizar a investigagio fitogquimica ¢ a
avalisgio da potencial atividade leihsmanicida das folhas ¢ dos ramos de espécies de Annonaceaes de
ceorréneia no Estado de Mato Grosse, Metodologia: as folhas @ os ramos de diferentes espécies da
fumilia Annonacese foram coletados no municipio de Sinop-MT. As exsicatas foram depositadas no
Herbério Centro-Norte-Mato Grossense da UFMT do Campus Universitinio de Sinop, Os materias
vegetais foram secos, moidos e submetidos & maceragio com hexano e sucessivamente com acetaio de
etily & metanol {1:5/ massasvelume, por sete dias), trés vezes com cada solvente, Apds o evaporagio
dos solventes, sab pressio reduzida & 40°C, foram obtidos os extratos brutos hexanicos, acetato de etila
e metandlicos que foram avaliades fiteguimicamente por cromatografia de camada delgada (CCD), Os
extrutos brutos obtides foram avaliados em relagdo a potencial atividade leihsmanicida contra as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, @ uma concentragdo de 50 pg/ml. Resultados e
discussdo: As plantas coletadas foram identificadas como Duguetio sp e Fusaca fongifilta (Aubl)
Saff. A andlise fitogquimica dos extratos dos folhas ¢ ramos de Duguetia sp, por CCDL revelaram a
presenga de flavonoides nos extratos metandlicos; de taninos nos extratos acctate de ctila ¢
metandlicos; de terpenos em todos oz extratos dos ramos e no extrato acetato de etila das folhas e de
alealoides em todos os extratos acetato de etila @ metandlicos, Nenhum extrato apresentou reagiio
positiva para saponings, cumannas, acctogeninags ¢ antraquinonas. Os extratos brutos da Fusaea
fangifilta {Aubl) Saff. estdo sendo avaliades fitoquimicamente. O extrato acetato de etila dos ramos
de Diguetia sp e os extratos hexdnico e acetato de etila dos ramos de F. fongifolia (Aubl.) Saff, a uma
concentragio de 50 pg/mL, inibiram 44%, 49% ¢ 46% da viabilidade das formas promastigotas de L.
crzovensls, respectivamente, 05 demais extiatos apresentaram baixos valores de inibigho ou ndo
inibiram estes parasitos, Assim, apesar dos extratos de ramos de Daguetia sp. e F. longifolia (Aubl)
Saff apresentarem valores de inibigdo das formas promastigotas de Leishmania amazonensis abaixo de
50, 0 mesmos estie sendo estudados, através do fracionamento biomonitorado, afim de identificar
s substineias responsivels por estas atividades,

Palavras-chave: Andlise Fitoquimica, Annonaceae, Ledsfmania,

Apoio financeire: UFMT, FAPEMAT, CMPg.



