UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM

BIOTECNOLOGIA

AVALIACAO in vitro DA ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA INDUZIDA POR

COMPLEXOS METALICOS A BASE DE PRATA

PAULINE DE FARIA SOLDERA

MANAUS - AM

2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM

BIOTECNOLOGIA

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA

COORDENACAO DE PESQUISAS EM SOCIEDADE, AMBIENTE E SAUDE

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-LEISHMANIA INDUZIDA POR

COMPLEXOS METALICOS A BASE DE PRATA

PAULINE DE FARIA SOLDERA

Dissertagdo apresentada ao Programa Multi-
Institucional de Pds-Graduacdo em Biotecnologia
da Universidade Federal do Amazonas, como
parte dos requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestre em Biotecnologia, area de concentracdo
em Biotecnologias para a Saude.

Orientacdo: Antonia Maria Ramos Franco, PhD, INPA, BR
Co-orientagdo: Claudia Dantas Comandolli Wyrepkowski, Msc.INPA, BR

Marina Porchia, IENI-CNR, IT

MANAUS - AM

Abril, 2016



AGRADECIMENTOS

Agradeco todas as forcas superiores, pela determinacao e forga;

A minha orientadora, Dra. Antonia Maria Ramos Franco, por ter me aceito como
aluna, ter acreditado em mim e, mesmo com o tempo curto e a correria do dia-a-dia,
conseguir arrumar tempo para me ensinar sempre mais. Muito Obrigada!!

A minha querida co-orientadora, amada amiga, Claudia Dantas Comandolli
Wyrepkowski.  Muitissimo obrigada por tudo! Pela paciéncia, amizade,
companheirismo, ensinamentos, sessoes de “nerdices” na “salinha” do laboratério.
Muito obrigada!' MAY THE FORCE BE WITH YOU =)

A Dra. Marina Porchia e Dr. Francesco Tisato, do IENI-CNR, da Italia;

A minha mae, Rose, minha inspiraco de vida, Joaquim, meu padrinho que assumiu o
papel de pai, minha tia-mée Fatima, e minhas primas-irmés, Thais e Lais, que tanto me
incentivaram, vibraram mais que eu quando contei que tinha passado na sele¢do do
mestrado e me ajudaram de todas as formas possiveis e quase impossiveis, aturando
meu mau humor e estresse em tempos de qualificar e defender. Muito obrigada, vocés
séo a razdo do meu viver,

A querida e amada Ana Flavia da Silva Chagas, amiga, companheira, parceira de todas
as horas e situacdes, ndo importando qual era a emergéncia. Muitissimo obrigada por
toda ajuda, nos experimentos e no lado pessoal e emocional, acho que sem tua ajuda e
incentivo, teria sido mais dificil conseguir terminar o mestrado. Conte sempre comigo,
porque a amizade vai durar muito, muito, muito tempo. Muito, muito, muito obrigada
por tudo!!

Aos meus queridos e amados “podréticos” Fabiane Veloso Soares, Fabiiii, e Pedro

Rauel Candido Domingos, “menino” Pedro e Bruno Bezerra Jensen, Bruninho, muito



obrigada por tudo. VVocés foram pecas mais que necessérias para a conclusdo do meu
mestrado, ajudando sempre que precisava, aconselhando de forma sébia, sendo mais
que amigos, irmdos. Nao vai dar pra esquecer nossas fugidinhas para almocar, fazer
comprinhas, passear. Obrigada por todas as risadas, baguncas, lanchinhos, muito
obrigada por todo o companheirismo e ajuda!

A Maricleide Farias Naiff, dona Mari, pelos puxdes de orelha, ensinamentos, carinho,
amizade, conselhos e elogios. Obrigada por ter sido a mae do laboratério para mim e
para todos que la estdo;

A todos os técnicos, principalmente a Dra. Francimeire Gomes Pinheiro, Meiroca e
Lourival, seu Loro, por todos os ensinamentos. Sou muito grata por tudo que me
ensinaram. Muito obrigada!!

Aos amigos Vivianne Pena, Paula Dantas, Lincoln Rayath, Wellison Brito, Andreia
Rocha, Yuri Pastor e Jorge Viana, pelo incentivo, ajuda e torcida. Muito obrigada!!
Ao0s meus amigos, de longa data, por entenderem quando sumia e ndo tinha tempo
para sair ou conversar. Obrigada por me apoiarem e entenderem o sumico, pois sabiam
que o mestrado era algo que eu queria muito. Obrigada!

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do estado do Amazonas, FAPEAM, pelo apoio
financeiro, na concessao de bolsa;

A Universidade Federal do Amazonas pela oportunidade dessa Pés-graduac&o.

Ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia, INPA,;

A todos que contribuiram de forma direta ou indiretamente.

MUITO OBRIGADA!



“Uma vez a Saori disse que todo ser humano deve viver de acordo com as estrelas
sob as quais nasceu. Alguns nascem sob estrelas de sorte; outros, sob estrelas de azar. Mas
eu sO posso dizer que eu farei o possivel, sejam quais forem as minhas estrelas.”

SEIYA DE PEGASO



RESUMO

A leishmaniose € uma doenga infecto — parasitaria causada por um parasita do género
Leishmania e transmitida pela picada do flebotomineo fémea infectado. Infeccbes humanas
causadas pela Leishmania podem manifestar-se de diferentes formas, dependendo da espécie
causal, como leishmaniose tegumentar (LT) ou leishmaniose visceral (LV). O arsenal
terapéutico contra a LT ainda é muito restrito. Os antimoniais pentavalentes permanecem
como as drogas de primeira escolha para o tratamento e, apesar de sua eficicia, apresentam
efeitos colaterais, com tempo de tratamento prolongado. A Quimica Inorganica Medicinal tém
oferecido novas possibilidades para a pesquisa, e 0os metais, em especial os de transicéo,
oferecem algumas vantagens sobre os farmacos, incluindo a variedade de estados de
oxidacdo, permitindo sua participacdo em processos bioldgicos redox. No presente trabalho
foi estudado o efeito in vitro de dois complexos metalicos a base de prata (Ag; e Agy), contra
as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania. (Leishmania) amazonensis e
Leishmania. (Viannia) guyanensis nos periodos de 24, 48 e 72 horas. Os complexos metalicos
foram sintetizados pela equipe do “Instituto per I’Energetica e le Interfasi”, IENI, Padua,
Italia(CNR, Conselho Nacional de Pesquisas, IT) e encaminhados para testes biol6gicos no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). Resultados dos bioensaios com L. (L.)
amazonensis demonstraram que a substancia Ag, apresentou maior atividade anti-leishmania
na concentracdo de 160uM/mL, no periodo de 72h, ECsy 14,53 pM/mL no método de
contagem manual, e pelo no método MTT, no periodo de 24h, com ECsy 11,35 uM/mL. Nos
testes contras as forma amastigota, houve pouca infeccdo de macréfagos pelo complexo Ags,
25% infectados, contra 61% sem infeccdo do formas amastigotas. Resultados com L. (V.)
guyanensis, pelo método de contagem manual, Ag; ndo apresentou valores satisfatorio, com
do ECsp >60 uM/ mL, Ag, apresentou atividade moderada nos periodo de 24h e 48h, ECs

43,22 uM/ mL e 57, 64 uM/ mL. Pelo método MTT as duas substancias apresentaram valores



de ECsp >60 pM/ mL. Contra as formas amastigotas, com o complexo Ag; houve a morte
celular dos macréfagos. Ag, apresentou taxa de infec¢do de 38%, contra 47% de macrofagos
ndo infectados. Sendo assim, os dois complexos metélicos ndo desempenharam bons
resultados quando testados frente as formas promastigota e amastigota de L. (V.) guyanensis.
Contra as formas de L. (L.) amazonensis, ambos complexos apresentaram resultados
satisfatorios, sendo o complexo Ag,, tendo melhores resultados em formas promastigota e

amastigota.

Palavras- Chave: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis;

complexos metalicos; prata; bioensaios; tratamento



ABSTRACT
Leishmaniasis is an infectious disease - parasitic caused by a parasite of the genus Leishmania
and transmitted by the bite of infected female sandfly. Human infections caused by
Leishmania can manifest in different ways, depending on the causal species, such as
cutaneous leishmaniasis (CL) or visceral leishmaniasis (VL). The therapeutic arsenal against
LT is still very restricted. The pentavalent antimony remain the drugs of choice for the
treatment and, despite its efficacy, have side effects with prolonged treatment time. Medicinal
Chemistry Inorganic have offered new possibilities for research, and metals, especially
transition, offer some advantages over drugs, including the variety of oxidation states,
enabling their participation in redox biological processes. In the present work we studied the
in vitro effect of two metal complexes silver base (Agl and Ag2), against promastigotes and
amastigotes of Leishmania. (Leishmania) amazonensis and Leishmania. (Viannia) guyanensis
in periods of 24, 48 and 72 hours. The metal complexes were synthesized by the team of
"Istituto per I'Energetica and le Interfasi” IENI, Padua, Italy (CNR, National Research
Council, IT) and sent to biological testing at the National Institute for Amazonian Research
(INPA). Results of bioassays with L. (L.) amazonensis showed that Ag2 substance showed
higher anti-leishmania activity in the concentration of 160uM/ml, from 72h, ECsy 14.53
uM/ml in the manual counting method, and by the MTT method at 24 hours period with ECsg
11.35 uM/mL. In cons tests the amastigote form, there was little infection of macrophages by
Agl complex, 25% infected, compared with 61% without infection amastigotes. Results with
L. (V.) guyanensis, the manual counting method, Agl did not show satisfactory values, with
ECso> 60 uM / ml, Ag2 showed moderate activity in the period of 24h and 48h, ECsq 43.22
uM / ml and 57, 64 uM / ml. For the MTT the two substances had ECs, values> 60 uM / ml.
Against amastigote forms, with Agl complex was cell death of the macrophages. Ag2 showed

38% infection rate, with 47% of uninfected macrophages. Thus, the two metal complexes did



not perform well when tested across the promastigote and amastigote forms of L. (V.)
guyanensis. Against forms L. (L.) amazonensis, both complexes showed satisfactory results,

and the Ag2 complex, with better results in promastigote and amastigote forms.

Words- Key: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis; metal

complexes; silver; bioassays; treatment



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Numero total de casos de Leishmaniose Cutanea em 2013..........cccccevvvereierinnnnnn. 22
Figura 2: Forma amastigota (A); forma promastigota (B)..........ccoeevrvenienriiienienieiesininn 24
Figura 3: Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania............ccoocevveriirenieeneniinsceee 28

Figura 4. Curva de crescimento de Leishmania (Viannia) guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147) em meio Schneider COMPIETO...........cooviirieiierieieiec e, 48
Figura 5: Atividade anti-leishmania do controle positivo (Pentacarinat®) sobre formas
promastigotas de Leishmania (Viannia) QUYaNENSIS..........ceiverieriereenenieseesieeeeseesieeee e seas 49
Figura 6: Atividade anti-leishmania do controle negativo (DMSO) sobre formas
promastigotas de Leishmania (Viannia) QUYANENSIS..........ccerirerininininieeeeee e 50
Figura 7: Curva de crescimento do controle negativo, composto por meio Schneider e
PATASTEA. ...+ttt etttk bbbt bbb R R R R bbb bRt R R e et n b ne e 50
Figura 8: Atividade anti — Leishmania do complexo de prata Ag; Ag(PTA);BF;, em
COMPAragao Com Pentacarinat®.............cceouerieieriiiiiieieie ettt 52
Figura 9 Atividade anti — Leishmania do complexo de prata Ag, Ag(PPh)s(HBPz)s;, em
comMparagao ComM PENtaCArINAL®...........ccuiiiiiiiiiierie ittt 52
Figura 10: Atividade anti — Leishmania do complexo de prata Agi;, Ag(PTA)4(BF)4,
01 4=V Lo [o TN o T8 1=1 1o o (o 1N 1Y/ I 1 ISP 54
Figura 11: Atividade anti — Leishmania do complexo de prata Ag, AgQ(PPh)s;(HBPz)s,
01 4= Vo Lo [o TN o T8 1=1 1o o (o 1N 1Y/ I 1 PP 55
Figura 12: Curva de crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis
(MHOM/BR/2009/1M5584) em meio Schneider completo............coovviiiviniiiiicicicee 56
Figura 13: Atividade anti-leishmania do controle positivo (Pentacarinat®) sobre formas

promastigotas de Leishmania (Leishmania )amazonensis..........c.ccoovvivereeierieeneereesieeseseesenns 57

10



Figura 14: Atividade anti-leishmania do controle negativo (DMSOQO) sobre formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis..........ccccovevverenieenieenesieeseenieseene 58
Figura 15: Curva de crescimento do controle negativo, composto por meio Schneider e
O T K L TP ST PP PP URPRO 58
Figura 16: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag; Ag(PTA)4(BF); em
COMPAragao ComM Pentacarinat®.............ccueoueruerieriiiieiieieee ettt 60
Figura 17: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag,, Ag(PPh)s;(HBPz); em
COMPAragao Com Pentacarinat®.............ccueouiruerieriiriiieieere ettt 61
Figura 18: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag:, Ag(PTA)4(BF)4, em cinco
CONCENMTIAGDES. ...tttk e bbbttt b bbbt b bt e st e e b et e bbbt e 62
Figura 19: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag, Ag(PPh)3;(HBPz); em

CINCO CONCENMTIAGDES. ... vttt ettt ettt b ekt b bbbt e et e bbbt b e 63
Figura 20: 20A) Bioensaio com macrofagos. 20A) Morte de macréfagos, quando testados
com o complexo Ag:; Ag(PTA),BF; na concentracdo de 160uM/mL; 20B) formas
amastigotas (indicando na seta) de Leishmania (Viannia) guyanensis interiorizadas em
maco6fagos quando testadas com Ag, Ag(PPh)3(HBPz)3; 20C) macréfagos com as formas
amastigotas (indicando na seta) de Leishmania (Viannia) guyanensis interiorizadas,
consistindo no grupo controle do DIOBNSAI0. ........c.eiiiiiiriiieiee s 66
Figura 21: Bioensaio com macréfagos. 21A) Formas amastigotas (indicando na seta) de
Leishmania (Leishmania) amazonensis interiorizadas em macrdfagos, quando testada contra
complexo Ag:, Ag(PTA)4BF4 na concentragdo de 160uM/mL; 21B) formas amastigotas
(indicando na seta) de Leishmania (Leishmania) amazonensis interiorizadas em macr6fagos
quando testadas com Ag,, Ag(PPh)3(HBPz)3; 21C) macrofagos com as formas amastigotas
(indicando na seta) de Leishmania (Leishmania) amazonensis interiorizadas, consistindo no

0] (0] o T0 I ot ] 1 0] [ USSP SSSR 67

11



LISTA DE TABELAS

Tabela 1:Valores de ECsy da atividade dos complexo Agi, Ag. e Pentacarinat® frente as
formas promastigotas de Leishmania (Viannia) QUYaNENSIS..........coververeereeiesieeseereeseeseeneens 51
Tabela 2: Valores de ECsy da atividade do complexo Agi, Ag.  Pentacarinat® frente as
formas promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis utilizando o método MTT......... 53
Tabela 3: Valores de ECs da avaliagdo da atividade do complexo Agi, Ag; . Pentacarinat®
frente as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis..............ccccvevenen. 59
Tabela 4: Valores de ECs, da atividade do complexo Agi, Ag, e Pentacarinat® frente as
formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis pelo método MTT.............. 62
Tabela 5: Avaliacdo da citotoxicidade dos complexos metalicos Ag:e Ag, em macréfagos
J774, ap0S €XPOSIGAD U8 24N......cuiieiieiice e e 64
Tabela 6: Avaliacdo da infeccdo de macrofagos expostos aos complexos metélicos, Ag; e
Agy, na concentragdo de 160 uM/ mL frente as formas amastigotas de Leishmania (Viannia)
GUYBINENSIS. ..ttt etttk bbbt bbbt bbb Rt e R e et e bt bt bR R e R e bbb ne e 65
Tabela 7: Avaliacdo da infeccdo de macr6fagos expostos aos complexos metélicos, Ag; e
Agy, na concentragdo de 160 pM/mL frente as formas amastigotas de Leishmania

(LeIShmMania) AmMAZONENSIS. .........cuiiriiiieite ettt 67

12



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Principais espécies do género Leishmania e Viannia que causam doenga em
humanos e Suas fOrMas CHNICAS..........cviviiieieieie e 23

Quadro 2: Numero de casos e estimativas globais de incidéncia de leishmaniose Tegumentar
F N 1= Tor: T T I 1 oS UORTURT PRSI 29

13



SUMARIO

1.0. INTRODUGAOD ..ottt 17
2.0. REVISAO DE LITERATURA ....cooviteteeeeeeee ettt asne st 21
2.1, LEISNMANIOSE. ...ttt 21
2.2. AQENTE ELIOIOQICO. .....cvieeiieiiiieeee ettt 23
2.3, WBLOIES. ...ttt 26
2.4, CICIO 0B VHUA. ...ttt e 26
2.5, EPIAEMIOIOQIA. ....cuveiiiitieiiee e 28
2.6. FOIMAS CHNMICAS. .....ccuiiteieiieiiite ettt ettt bbb 30
2.7, TTALAMENTO. ....c.eeiieeitieie ettt b e b e nb e neaieeaneene 31
2.7.1. Tratamento de Primeira ESCOING............c.cooveiiiiiiii 31
2.7.2. Tratamento de Segunda ESCOING............ccccoeiiiiiiiii 32
3.0. Complexos Metdlicos e Sais de Metal............ccoooiiiiiiiiiiie s 33
3.1. A prata e Seu USO NA MEAICING ......ceviiiiiriiitiitieieeee et 35
4.0. OBIETIVOS......ce ettt ettt b e e et e st e e nbe e s nbeenbeesnne e 39
A1 GBIAL.c ettt 39
4.2, ESPECITICOS. ...ttt sttt sttt an 39
5.0. MATERIAL E METODOS.......ocooiiiitceeeeeeeeee st eses st ssn st sen st s s 40
5.1. Preparo de Massa Parasitarial.........ccccoeieiiiieniiieeseeese e 40
6.0. COMPOSLOS QUIMIICOS. .....cueeeieiieieeteeteie ettt sttt st n et et se b b neereeens 40
7.0. Atividade in vitroanti-leishmania em formas promastigotas...........cccccceerererirennnn 41
7.1. Manutencao dos parasitas e preparo da massa parasitaria..............cccccevveveeiveieennnn, 41
7.1.1 Curva de cresciemto de formas promastigotas de Lesihmania Spp.........c.ccoovvevevenes 41

7.1.2. Determinacdo da atividade anti-leishmania dos complexos sollveis de prata -

ENSAIO TN VT oo 42



7.1.3. Avaliacdo da viabilidade parasitaria utilizando o método colorimétrico

Y7 I R T TP OO PPPTPPPRTPPPRROPIN 43
7.2. Atividade anti-leishmania in vitro em amastigota.............cccoovririniiniciene e 44
7.2.1. Obtengédo do macro6fagos murinos e manutencdo das células............ccocooveieenennen. 44
7.2.2 Infecgdo dos macrofagos com Leishmania SPP. «.coeveveerereenerieese s 44

7.2.3. Determinacdo da atividade anti-leishmania dos complexos solUveis de prata em
amastigotas interiorizados em macréfagos - ensaio in VItro ........cccccevevererevene e e, 44

7.2.4.Ensaios de citotoxicidade dos complexos de prata sobre macrofagos murinos

(MITT) ettt s et 45
8.0. RESULTADOS ...ttt ettt ettt sttt e et e e sbeesnbeennee s 47
8.1. Curva de crescimento de Leishmnania (Viannia) Quyanensis..........c.cccoceverereeieeneenne. 47

8.2. Curva de crescimento dos controles positivo (Pentacarinat®), negativo (DMSO) e
negativos (Meio Schneider completo acrescido de parasita)..........cccoceveveeevverenieesieannnns 48

8.3. Atividade dos complexos metalicos frente as formas promastigotas de Leishmania
(Viannia) guyanensis, usando 0 metodo de contagem manual ...........ccccocevereiireininenene 51
8.4. Atividade dos complexos metalicos frente as formas promastigotas de Leishmania
(Viannia) guyanensis, usando 0 Metodo MTT ...t v 53
8.5.Curva de crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis...........c.ccoccvererinins 55
8.6. Curva de crescimento dos controles positivo (Pentacarinat®), negativo (DMSOQO) e
negativos (Meio Schneider completo acrescido de parasita)...........ccccceeevveveiieieeriesieenne. 56
8.7.Atividade dos complexos metalicos frente as formas promastigotas de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, usando o método de contagem manual ..............ccccceevevieennene 59
8.8. Atividade dos complexos metalicos frente as formas promastigotas de Leishmania

(Leishmania) amazonensis, usando 0 MEtodo MTT .......ccccoviiiiiiiies coeevesecce e 61

15



8.9. Ensaios de citotoxicidade dos complexos de prata sobre macréfagos murinos

8.10 Determinacao de atividade anti-leishmana dos complexos solUveis de prata em

amastigotas interiorizados em MAaCrOfagos ..........ccooiriiririiiiiie e 64
0.0, DISCUSSBO ....vevveueenteteste sttt etttk b ket k e bt bbb bbb et e b e bt bbbt e e e 68
10.0 CONCIUSDES ...ttt bbbttt b bbbttt 71
11.0. Referéncias BiblIOGrafiCas ..o 73

16



1.0. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo infecgcbes crbnicas, ndo contagiosas ao homem, causadas por
parasitas que pertencem ao género Leishmania, que sdo transmitidas de animais infectados
para 0 homem, pela picada de um inseto denominado flebotomineo, podendo se manifestar
nas formas cutdnea, cutdneo-mucosa e visceral. A doenca pode se apresentar em diferentes
formas clinicas, dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relagdo do parasita com
0 hospedeiro (GOTO e LINDOSO, 2010).

O género Leishmania compreende protozoarios com um ciclo de vida digenético
(heteroxénico), vivendo, de forma alternada, em hospedeiros vertebrados e insetos vetores,
sendo estes Ultimos, responsaveis pela transmissdo do parasita de um mamifero para o outro
(KILLICK e RIOUX, 1991).

Diversas espécies de Leishmania estdo envolvidas na etiologia da doenca no Brasil, em
especial no Estado do Amazonas, estdo a Leishmania. (Leishmania) amazonensis; L.
(Viannia) braziliensis; L. (V.) guyanensis; L.(V.) naiffi (SILVEIRA et al., 2004).

As moléstias causadas pelos parasitas do género Leishmania apresentam formas clinicas
distintas, tais como a leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV) (REY,
2010). O aspecto clinico da LT em humanos inclui as formas clinicas: cutanea (LC), cutanea
disseminada (LCD), cutanea difusa (LCD) e mucosa (LM). As manifestacdes clinicas da
doenca sdo determinadas pelas caracteristicas do hospedeiro, espécie de Leishmania presente
e da resposta imune do individuo infectado (SAMPAIO e RIVITTI, 2008).

Os farmacos utilizados para o tratamento da LT pertencem a classe dos antimoniais
pentavalentes, o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio
(Pentostam®). Ambos apresentam toxicidade e casos de falha do tratamento sd&o comuns,
tanto por resisténcia de determinadas cepas do parasita, quanto por baixa atividade em

pacientes imunodeprimidos ou descontinuidade do tratamento por parte do paciente devido
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aos efeitos colaterais. Em casos de resisténcia do parasita, a Pentamidina® é outra op¢do de
tratamento, sendo, entretanto, mais tdxica que o Pentostam® e o Glucantime® (CROFT;
SUNDAR 2006).

De acordo com Alvar (2012), a leishmaniose é classificada como uma das principais
doencas negligenciadas, ocupando, em 2012 o nono lugar, com base nos poucos recursos
investidos no diagnostico, tratamento, controle e associacdo com a pobreza (BERN et al.,
2008). Ela compreende um grupo de doencas com grande variedade e de alta complexidade
com relacdo a epidemiologia, pois envolve diferentes espécies de Leishmania, vetores
flebotomineos e hospedeiros reservatorios. Sdo descritas, de forma aproximada, 20 espécies
de Leishmania que causam a doencas, sendo transmitidas por cerca de 30 espécies de
flebotomineos (SINGH, SRIVASTAVA E SINHG, 2012).

Aspectos das leishmanioses variam de acordo com a regido geogréfica, indicando,
provavelmente, interacdo entre os parasitas locais, biologia dos vetores presentes na area e
fatores populacionais (MURRAY et al., 2005).

Na dltima década, medicamentos alternativos e novas formulacdes de farmacos
tradicionais tém sido disponibilizados e j& estdo em uso em alguns paises (CROFT, 2006).
Entretanto, é pouco provavel que estes estudos levem ao desenvolvimento de um Unico
farmaco capaz de tratar todas as variantes das leishmanioses, com suas diferentes espécies
causadoras e diferentes graus de resisténcia aos tratamentos tradicionais (CROFT; SEIFERT,
2006).

Devido aos sérios efeitos colaterais decorrentes da toxicidade dos compostos dos
tratamentos primarios, como antimoniais pentavalentes, Glucantime® e Estibogluconato de
sodio (Pentostam®), como febre, tontura, mialgia e secundarios, isotionato de pentamidina
(Pentamidina®), como nauseas, desconforto abdominal, vomito, tontura, mialgias, cefaleia e

da crescente frequéncia de resisténcia ao tratamento e das contra-indicacdes apresentadas
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pelos farmacos, a busca por novas opcdes terapéuticas para o tratamento de leishmanioses
torna-se evidente. E uma dessas novas opcdes seria 0 uso de complexos metélicos (GILMAN
E GOODMAN, 2006; Oliveira el tal., 2005).

O uso de metais como farmacos representa um potencial consideravel para aumentar o
conjunto de drogas disponiveis para tratamento de uma série de enfermidades, dentre elas a
leishmaniose. A interacdo que ocorre entre um ion metalico e um ligante d& a possibilidade de
obter compostos com extensa variedade, estados de oxidacdo e geometrias (SEGURA, 2014).
Além disso, as caracteristicas do composto obtido permitem obter estruturas moleculares que
possuem um amplo espectro de reatividade (BRUIININCX e SADLER, 2008).

Na literatura, encontram-se estudos que relatam a complexacdo de cations metalicos,
estabelecendo a estrutura do complexo formado e apontando o efeito dos ions metalicos na
atividade antibacteriana (VIEIRA et al., 2009), antifangico (GUO, 1999) e antiparasitério
quando na forma de nanoparticulas (BAIOCCO et al., 2011; ALLAHVERDIYEV et al.,
2011; ABDULSADH et al., 2013; JOB et al., 2014) e atividade anticancerigena (SANTINI et
al., 2011). A natureza do ligante e a sua capacidade em formar um quelato com o metal
favorecem a atividade bioldgica destes complexos metélicos. (ROCHA, 2011; SEGURA,
2014).

Dentre 0s metais utilizados como farmaco, a prata tem chamado bastante atencdo, devido
as suas propriedades nas aplicagdes médicas e quimicas, que incluem atividade antibacteriana,
elevada resisténcia a oxidacdo e condutividade térmica (LEE, 2007). Devido a sua
propriedade antibacteriana, o nitrato de prata (AgNO3) voltou a ser usado no tratamento de
queimaduras e abscessos, 0 que aumentou o interesse em se realizar estudos com os
complexos de prata. (SEGURA, 2014). A prata exibe baixa toxicidade nos seres humanos, e
quando absorvida, ela entra no sistema circulatério complexada com proteinas, sendo entao

eliminada pelo figado e pelos rins (LAM, 2014). O estudo de GREULICH (2013) mostrou
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preocupacdo quanto aos niveis de citotoxicidade, que assemelha — se a algumas células de
bactérias, mas tal citotoxicidade foi demonstrada apenas em estudos in vitro.

Porém, a exposic¢do crénica pode levar a deposicéo de particulas de prata na pele (argiria)
e em outros 6rgdos. Devido a esse acumulo, tem — se procurado desenvolver novos complexos
que liberem de forma lenta o ion de prata no organismo (BRANDT et al., 2005). A
sulfadiazina de prata a 1% € mais utilizada que o nitrato de prata (AgNO3), por ser menos
soluvel (RAGANH et al., 2005), e ainda é eficaz especialmente contra bactérias Gram —
negativas e alguma Gram — positivas (ALTAF et al., 2013).

Com base nos bons resultados de complexos metélicos a base de prata como agentes
antimicrobianos desde o século XX, o presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade in
vitro anti-leishmania de dois complexos metalicos Agi, correspondente a AG(PTA),BF, e
Agy, correspondente a AG(PPh);(HBPz); a base de prata, contra as espécies Leismania
(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis, causadoras das formas

cutaneas da leishmaniose no Brasil.
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2.0.REVISAO DE LITERATURA

2.1.Leishmaniose

A leishmaniose compreende um complexo de doengas infecciosas, causadas por parasitas
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania e
subgéneros Leishmania ou Viannia. Estes parasitas tém como vetores varias espécies de
insetos conhecidos como flebotomineos. A doenca pode se manifestar sob duas formas
clinicas distintas, a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT),
apresentando ampla distribuicdo pelo mundo, sendo que algumas espécies dos parasitas sao
restritas a determinadas localidades (GOTO et al., 2010).

No final do século XIX, sete pesquisadores, Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan,
Wright, Lindenberg e Vianna, de forma independente, identificaram o parasita causador da
leishmaniose e Ronal Ross foi quem atribuiu 0 nome Leishmania e Nicolle que em 1908
sugeriu serem 0s cdes 0s reservatorios do parasita. No Brasil, a presenca do parasita
Leishmania foi identificada em lesdes de mucosas em pacientes no ano de 1912, por Carino.
Durante os anos 40, Swaminath, Shortt e Anderson, na india, demonstraram a transmisso de
L.(L.) donovani e L.(L.) major por flebotomineos (OMS, 2010).

A leishmaniose estd entre as dez principais doencas negligenciadas, com base nos
limitados recursos investidos no diagndstico, tratamento, controle e por estar ligada,
diretamente com populacBes de baixa renda e em paises em desenvolvimento (Figura 1)

(ALVAR et al., 2012).
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B Endemia
Casos relatados previamente
Casos autdcones relatados
N&o aplicavel

Figura 1: Numero total de casos de Leishmaniose Cutanea em 2013.

Fonte: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Leishmaniasis CL_2013.png?ua=1. Acesso em

20/08/2015

A LT é caracterizada pela manifestacdo de formas cutéaneas, localizada ou difusa, podendo
manifestar - se nas mucosas oral ou nasal (COSTA, 2005). Logo, diferentes formas clinicas da
doenca podem ser observadas com base na espécie de Leishmania envolvida na infeccéo,
além do perfil genético e imunoldgico do hospedeiro. A doenca, entdo, pode variar entre a
forma benigna, caracterizada pela presenca de uma Unica Ulcera cutanea localizada que pode
se curar de forma espontanea, e doenca cronica, latente e com tendéncia de disseminacédo
(BITTENCOURT, 2005). No Novo Mundo, a LT, é chamada de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e é classificada de acordo com as manifestacdes clinicas, caracteristicas
histopatoldgicas e a resposta imunoldgica do hospedeiro contra o parasito. A LTA pode ser
classificada em cuténea localizada, mucocutanea, cutédnea disseminada e cutanea difusa
(GONTNO, 2003; SILVEIRA et al, 2004; SILVEIRA et al, 2009).

Muitas espécies de Leishmania s&o reconhecidas por causarem doenca em humanos e com
distribuicbes geograficas diferentes. No quadro 1 estdo listadas as diversas espécies do

parasita e suas formas clinicas, ressaltando o fato da importancia da espécie de Leishmania
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envolvida na infeccdo, bem como da resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro

(REITINGER et al., 2007).

Quadro 1: Principais espécies do género Leishmania e Viannia que causam doenca em humanos e

suas formas clinicas

Distribuicdo Geogréfica

Forma Clinica Subgéneros Espécie
Leishmaniose Leishmania (Leishmania)major
L. (L.) tropicaL. (L.) aethiopica
Tegumentar Velho Mundo Leishmania
(LT L. (L.) mexicana
L. (L.) amazonensis
Novo Mundo L. (L.) venezuelensis
Leishmaniose Leishmania (Viannia) braziliensis
L. (V.) colombiensis
Tegumentar e L. (V.) guyanensis
L. (V.) panamensis
Mucocutanea \ Novo mundo Viannia L. (V.) peruviana
L. (V.) lainsoni
(LT/LM) L. (V.) naiffi
L. (V.) shawi

L. (V.) lindenbergi
Leishmaniose

Visceral Velho Mundo Leishmania L. (Leishmania) donovani
L. (L.) infantum
(LV) L. (L.) chagasi
Novo Mundo

*Adaptada de (REITHINGER et al, 2007).

2.2.Agente Etiologico

A doenca leishmaniose ¢ a infec¢do de um hospedeiro vertebrado com parasitas do género

Leishmania. A forma flagelada promastigota (Figura 2B), encontrada no vetor flebotomineo,
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reproduz-se extracelularmente no trato alimentar do inseto. J& a forma encontrada no
hospedeiro vertebrado é a amastigota (Figura 2A), se origina no interior do vacuolo
parasitoforo, a partir da diferenciacdo de formas promastigotas regurgitadas pelo vetor e,
entdo, fagocitadas pelos macrofagos. Nao apresentam flagelo livre e sdo adaptadas a

temperatura do organismo do mamifero e ao pH do vacuolo parasitoforo, seu local de

multiplicacdo intracelular (CUNNINGHAM, 2002).

A .
| _ - EPN 1 7y
Figura 2: Forma amastigota (A); forma promastigota (B).

Fonte: http://fcfrp.usp.br/dactb/Parasitologia/Arquivos/Genero Leishmania.htm

Dentro do macréfago, as formas amastigotas inibem os mais diversos mecanismos de
defesa celular, que seriam responsaveis pela lise do mesmo, tais como fusdo fago-
endossomo, enzimas hidroliticas, mecanismos de sinalizacdo celular producdo de Oxido
nitrico e citocinas (CUNNINGHAM, 2002).

O género Leishmania € subdividido em dois subgéneros, com base do desenvolvimento do
parasita no vetor. O subgénero Leishmania cresce apenas na parte anterior do piloro, na
juncdo do intestino médio e o grosso (desenvolvimento suprapiloriano). O subgénero Viannia
cresce em todo o intestino médio e grosso (desenvolvimento peripiloriano). Diferentes tipos
de parasitas causam varios tipos de leishmaniose, e cada um desses parasitas determina a

caracteristica de cada uma das doencas (OMS, 2010).
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Entre as espécies de Leishmania presente no Brasil, a L. (L.) amazonensis possui elevada
distribuicdo em todas as regides. Outras também atingem o pais como a L. (V.) braziliensis e a
L. (V.) guyanensis (GONTIJO, 2003; SILVEIRA et al., 2009).

A L. (L.) amazonensis causa Ulceras cutaneas localizadas e, ocasionalmente, alguns
individuos podem desenvolver a leishmaniose difusa (GONTIJO & CARVALHO, 2003). A
forma cuténea tem distribuicdo nas florestas priméarias e secundarias da Amazonia legal
(Amazonas, Para, Rondbnia, Tocantins e Maranhdo). Sua presenca € maior no Nordeste
(Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo), Centro-oeste (Goias) e Sul (Parand). Relatos
indicam que roedores silvestres do género Proechymis e Oryzomys sejam 0s reservatorios
desta espécie. Os vetores sdo Lutzomyia flaviscutellata, Lu. reducta e Lu. olmeca nociva
(Amazonas e Rond6nia) (SILVEIRA et al., 1997). Estas espécies sdo pouco antropofilicas,

justificando assim a menor frequéncia de infecgdo humana (LAINSON, 1997).

A L. (V.) guyanensis causa, de forma predominante, lesdes ulceradas cutaneas, Unicas ou
multiplas (GONTIJO & CARVALHO, 2003). Ao que tudo indica, limitada a Regido Norte
(Acre, Amapa, Roraima, Amazonas e Par4), tendo se estendido pelas Guianas. (SUS, 2012). E
raro 0 comprometimento da mucosa pela L (V.) guyanensis, atingindo principalmente
individuos do sexo masculino, em fase produtiva. Em areas que possuem endemia, encontra -
se percentuais expressivos de criancas acometidas pela doenca. Esta espécie ja foi isolada de
mamiferos silvestres, como a preguica (Choloepus didactylus), o tamandua (Tamandua
tetradactyla) e o gamba (Didelphisalbiventris), estando presente na pele e nas visceras, que
algumas evidéncias indicam que estes animais atuam como reservatorios. O principal vetor é
Lu. umbratilis distribuida nos paises de fronteira ao Brasil e também nos estados do Acre,
Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Roraima e Ronddnia (LAINSON &

SHAW, 1997).
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2.3.Vetores

Os insetos vetores das leishmanioses sdo denominados de flebotomineos, pertencentes a
ordem Diptera; familia Psychodidae; subfamilia Phlebotominae. S&o insetos hemato6fagos,
ndo ultrapassando 0.5 cm de comprimento, com pernas longas e delgadas, corpo piloso, tendo
como principal caracteristica voo saltitante e asas eretas, mesmo quando em repouso. S&o de
cor parda, recebendo assim o nome vulgar asa dura, asa branca, cangalha, cangalhinha,
mosquito-palha, birigui, ligeirinho, pela-égua, arrupiado, entre outros (BASANO e
CAMARGO, 2004; SACRAMENTO e MARQUES, 2011).

As fémeas estdo adaptadas com aparelho bucal para picar a pele de animais vertebrados e
sugar o sangue. Necessitam do repasto sanguineo para a maturagao dos ovos. Muito pouco se
sabe de seus criadouros e podem ser encontradas, em formas imaturas, em fendas de pedras,
cavernas, raizes do solo e serrapilheira, em ambientes Umidos e nunca em lugares molhados
(GUERRA et al., 2007).

As espécies responsaveis pela transmissdo da LV no Brasil sdo Lu. longipalpis e Lu .cruzi
e as principais responsaveis pela LC sdo as Lu. flaviscutellata, Lu. olmeca nociva (vetor da
L.(L.) amazonensis), Lu. whitmani, Lu. migonei, Lu. pessoai, Lu. intermedia, Lu. carrerai
(vetores da L. (V.) braziliensis), Lu. umbratilis, Lu. Anduzei e Lu. whitmani (vetores da L.(V.)

guyanensis) (BASANO et al., 2004).

2.4. Ciclo de Vida

O ciclo de vida das leishmanias possui uma fase extracelular, onde o parasita esta dentro

do trato digestivo do invertebrado vetor, e uma intracelular, dentro de macrofagos de

hospedeiros mamiferos. As formas infectantes que sdo transmitidas para o hospedeiro
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vertebrado sdo as promastigotas metaciclicas e as ndo infectantes sdo as prociclicas, porém,
ambas sdo encontradas em culturas de células livres, onde as prociclicas se diferenciam em
metaciclicas, que s8o mais abundantes na fase estacionaria da cultura (SILVEIRA et al,
2009).

O ciclo tem seu inicio durante o repasto sanguineo do flebotomineo fémea, quando, entéo,
inocula formas promastigotas no hospedeiro vertebrado junto com saliva. As promastigotas
sdo fagocitadas por macrdfagos residentes ou neutrdfilos recrutados pela picada do inseto
(RIBEIRO-GOMES E SACKS, 2012). J& dentro das células do sistema fagocitico
mononuclear, as formas promastigotas vao se diferenciam em formas amastigotas (formas
mais arredondadas, sem flagelo livre), e em seguida, se proliferam, estabilizando a infeccéo
(Figura 3) (GOTO, 2010).

Um mecanismo de viruléncia tem sido proposto por englobar dois grupos diferentes de
moléculas do parasita. Um deles é composto, principalmente, na superficie celular e em
substancias secretadas, formado por determinantes invasivos, que protegem o parasita e a
célula do hospedeiro, impedindo que ela sofra lise de forma prematura, e ajudam as formas
amastigotas a manterem, continuamente, a infeccao através do crescimento baixo em vacutolos
dos macrofagos do hospedeiro. Os antigenos intracelulares sao expostos ao sistema imune do
hospedeiro e os parasitas passam por citolise durante a infeccdo natural (CHANG et al.,

2003).
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Figura 3: Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania.

Fonte:http://saude.culturamix.com/doencas/doencas-parasitarias-prevencao-e-tratamento acessado em

20/08/2014
2.5. Epidemiologia
A leishmaniose é endémica em regides de clima tropical e subtropical, totalizando 98

paises e trés territérios nos cinco continentes, representando um problema de salde publica

em Vvarios paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (Tabela 2) (WHO, 2014; ALVAR

etal., 2012).
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Quadro 2: Numero de casos e estimativas globais de incidéncia de leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA)*

Casos de LTA Dados de paises a | Estimativa anual de incidéncia de LTA
ocorrido/ ano 5 anos
América 66, 941 14/20 (70%) 187, 2 a 307, 800
Africa Sub- | 155 5/15 (33%) 770 a 1500
Saariana
Africa Oriental 50 0/6 (0%) 35,300 a 90,500
Mediterraneo 85,555 17/26 (65%) 239,500 a 393,600
Oriente Médio a 61, 013 16/18 (89%) 226,200 a 416, 400
Asia Central
Sul da Asia 322 2/2 (100%) 1900 a 3500
Total Global 214,036 53/87 (61%) 690,900 a 1,213,300

*Adaptado de Alvar et al., 2012,

De acordo com Alvar (2012), sdo estimados 7.000 — 1.200.00 casos de LTA por ano no
mundo, com cerca de um terco dos casos decorrentes em cada uma das trés regides, as
Américas, a bacia do Mediterraneo e Asia.

Devido a intmeras mudancas ambientais causadas pelo homem, bem como a urbanizacao,
0 desmatamento e o crescimento desordenado de cidades, observa-se a expansao daocorréncia
de LTA, caracterizada pela transmissdo da doenca, antes restrita a areas rurais e agora
também presente nas zonas urbanas. Contribuem para a disseminacdo da doenca, também, a
constante migracdo de individuos, sendo que a forma tegumentar esta presente entre as 10
doencas de pele que mais acometem turistas que retornam de paises tropicais (PAVLI, 2010).

Os dez paises com as contagens de casos mais elevado estimados, Afeganistdo, Argélia,

Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etidpia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru, juntos, respondem
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por 70 a 75% da incidéncia global. No Brasil, a LTA tem ampla distribui¢cdo com registros de

casos em todas as regides do pais(ALVAR et al, 2012).

2.6.Formas Clinicas

Na LT, estudos demonstram que dias ou semanas antes do aparecimento da lesdo cutanea,
ocorre 0 aumento de ganglios linfaticos, proximo ao local de inoculacdo do parasita
regredindo em algumas semanas. Em pacientes com Ulceras cutaneas com mais de dois meses
de duracéo, a linfadenopatia pode ser bem observada (CARVALHO, 2011).

Além da forma cuténea e da forma mucosa, outras duas formas clinicas de LT séo bastante
conhecidas: a cutanea difusa e a cutanea disseminada, consistindo, em ambas, maultiplas
lesBes, possuindo diferencas clinicas, histopatoldgicas e imunologicas (NEVES, 2008).

A leishmaniose cutanea difusa apresenta — se na forma de ndédulos, ndo existindo resposta
imune celular contra antigenos do parasita. A leishmaniose cutdnea disseminada é
caracterizada por lesbes acneiformes que podem se ulcerar e, histopatologicamente, ha
infiltrado eosindfilo ou linfoplasmocitario, com os parasitas podendo ou ndo ser detectados na
lesdo. A reposta imune é variavel, enquanto na cutanea difusa o comprometimento da mucosa
nasal ndo € observado, na forma disseminada esse envolvimento € muito frequente
(ALMEIDA e SANTOS, 2011; CARVALHO, 2011).

Acredita-se que a ocorréncia de leishmaniose clinicamente manifesta esteja na
dependéncia de fatores inerentes ao parasita, da resisténcia natural do hospedeiro e da
resposta imunoldgica. No homem, a propagacao da doenca, desde a lesdo cutanea até o nariz,
pode ocorrer por via linfatica, hematogénica e raramente pelo contato direto da mucosa com a

lesdo cutdnea (NEVES, 2008).
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2.7. TRATAMENTO

2.7.1. Tratamento de Primeira Escolha

Os antimoniais pentavalente tém sido adotados hd muito tempo para o tratamento de
doencas parasitarias. Os compostos de antimoniais pentavalente sdo as drogas de primeira
escolha pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) para tratar a LC. Nos paises de lingua
francesa, espanhola e no Brasil, é utilizado a N-metilglucamina, Glucantime®, e nos paises
que tem como lingua o inglés, o estibogluconato de sodio, Pentostam®, com a dose de 10 —
20mg/Kg/dia, por via parenteral, durante 20 dias (OLIVEIRA et al., 2005; FREITAS —
JUNIOR et al., 2012).

Mesmo sendo farmacos de primeira escolha e desempenhando bons resultados no
tratamento da leishmaniose, eles apresentam limites na eficacia contra o parasita, e algumas
desvantagens, como: administracdo parenteral diaria (exceto miltefosina, que é via oral e ndo
é de primeira escolha), toxicidade, longo tempo de tratamento, necessidade de hospitalizagéo,
acompanhamento diario e efeitos colaterais, como febre, tontura, mialgia, anorexia, nduseas,
vomitos, pirose, diarreia, dor abdominal, pancreatite, prurido, fraqueza, neuropatia periférica,
cefaleia, palpitagdo, insonia, nervosismo, calafrio, edema, anemia, e erupgdes cutaneas
(CIRMEMAN, 2008). Além de relatos de resisténcia das leishmaniasa esses farmacos e a
maioria dos pacientes tratados apresentam alteracGes das enzimas pancreaticas e também
dores abdominais (OLIVEIRA et al., 2005)

O tratamento da LC pode ser local ou de forma sistémica, dependendo de como a lesdo
esta evoluindo, de qual espécie de Leishmania esta envolvida, se ela pode se disseminar e
quais implicacOes estéticas e funcionais ela podera causar (OLIVEIRA et al., 2005). As
recomendacdes da OMS para o tratamento da LC usando antimoniais séo as vias intralesional

e intramuscular, dependendo da espécie e aspecto clinico (OMS, 2000).
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Com o surgimento de novas terapias, tem sido relatado que as antimoniais pentavalentes
estdo sendo ameacgados devido a resisténcia dos parasitas (CHAKRAVARTY e SUNDAR,
2010), desfavorecendo seu uso, devido a grande interacdo do fa&rmaco com a resposta imune

do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2005).

2.7.2. Tratamento de Segunda Escolha

O tratamento de segunda escolha é adotado quando ndo se obtém resposta satisfatoria ao
tratamento com o antimonial ou quando o paciente ndo pode fazer uso do mesmo. Esses
farmacos recebem esse nome porque antigamente eram considerados mais propensos a causar
efeitos toxicos graves ou irreversiveis, como a insuficiéncia renal (OLIVEIRA et al., 2005).

Nos ultimos anos, esses farmacos, dentre eles, Pentamidina®, Anfotericina B®,
Milteforan®, Paromomicina®, representados, principalmente, pelo isotionato de pentamidina
e pela Anfotericina B, vem sendo reintroduzidos, com novas formula¢cdes ou mudancgas na
dosagem (REITHINGER et al., 2007).

O isotionato de pentamidina é administrado por via parenteral e possui alta toxicidade,
principalmente para idosos, cardiopatas e nefropatas, dificultando seu uso. Este é usado na
América do Sul para tratar a LC, em especial quando esta é causada por L. guyanensis, pois
ela é pouco sensivel aos antimoniais (REITHINGER et al., 2007).

A anfotericina B tem acdo leishmanicida reconhecida, principalmente, no tratamento da
lesdo mucosa e é indicada como primeira op¢do no tratamento de LC em gestantes ou com
coinfeccdo Leishmania/HIV (REITHINGER et al., 2007). Porém, apesar dos conhecidos
efeitos terapéuticos da anfotericina B, a maioria dos pacientes tem algum efeito adverso,
como febre, nduseas, vomitos, cefaléia, hipotassemia, insuficiéncia renal, anemia e alteracfes

cardiacas (ROMERO et al., 2003). Atualmente, a anfotericina B possui taxa de 97% de cura
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com nenhum relato de recidiva. No entanto, tem se observado uma diminui¢cdo na
sensibilidade e diversas recaidas em casos isolados (SCHUBACH et al., 2005).

A Miltefosina foi originalmente desenvolvida como agente antineoplasico. Atua
diretamente sobre as formas promastigotas das Leishmanias, de forma toxica. Possui como
efeito colateral vémitos e nauseas (ALMEIDA e SANTOS, 2011).

A paromomicina (PA) possui agdo anti-leishmania quando usada no tratamento da

leishmaniose visceral (SANTOS et al., 2008).

3.0.Complexos Metélicos e Sais de Metal

O uso de complexos metélicos e sais de metal na medicina esta se difundido no mundo
todo, além de serem usados para diagnosticar diversas doengas. Esses complexos sdo bastante
diversificados, e conhecer e entender como funciona o mecanismo de acdo farmacoldgica
deles e fundamental para o desenvolvimento de novos medicamentos, que podem vir a ser
mais eficientes e seguros para o organismo humano (CHEN et al., 2009).

Estdo sendo usados complexos metélicos de ouro no tratamento de artrite,em especial a
auranofina, de prata contra infec¢fes antibacterianas, em especial a sulfadiazina,complexos de
platina, cisplatina, contra cancer (CHEN et al., 2009; OTT, 2009; KELLAND, 2007,
HARTINGER et al., 2008).

Desde a antiguidade, metais e derivados dos mesmos sdo utilizados com finalidades
terapéuticas, e 0 experimentos com eles foram, provavelmente, realizados com base no
conhecimento das propriedades toxicas, e por conseguirem suprir determinados processos
biolégicos (CHEN et al., 2009).

Na época do renascimento, europeus usavam cloro de mercurio como diurético e,

acabaram descobrindo o valor nutricional do ferro. Ainda podem ser citados como exemplo, o
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uso de formulagdes de ouro como revigorante e no tratamento de tuberculos e o uso de nitrato
de prata para tratar queimaduras e abscessos (MOYER, 1965).

Em 1965 ocorreum marco na quimica inorganica medicinal, quando Barnett Rosemberg
descobriu as propriedades antitumorais do cis Pt(NH3).Cl,, que é a cisplatina. E com essa
descoberta, ocorreu um grande impulso nas buscas por novos compostos metélicos com
propriedades farmacoldgicas diferentes (ZANG e LIPPARD, 2003).

Os compostos que possuem ouro tem recebido grande atencdo por terem a capacidade de
interromper o crescimento de células tumorais, fato que ocorra, possivelmente, pela inibi¢do
da enzima tiorredoxina redutase (TrxR), essencial ao mecanismo de proliferacdo de células
cancerigenas. Complexos contendo paladio, por possuirem similaridades estrutural com
complexos de platina, também podem ser agentes tumorais com elevado potencial, por terem,
em certos casos, atividade in vitro semelhantes ou superiores a cisplatina (ZANG e
LIPPARD, 2003).

De acordo com a OMS, as doencas infecciosas e parasitarias sdo responsaveis por um
elevado nimero de enfermidades, e devido a elevada resisténcia de bactérias a antibidticos, o
nitrato de prata (AgNOs3) voltou a ser utilizado, por tem acdo antibacteriana. Devido a isso, 0
interesse N0 mesmo aumento significativamente nos Ultimos anos, mesmo com ele
apresentando algumas desvantagens, como queda na concentracdo de ions de sédio e cloreto
no sangue e elevada concentracao de ions de prata e nos rins e masculos (MOYER, 1965).

Devido a essas desvantagens, estdo sendo desenvolvidos novos composto de prata que
possuem acdo antimicrobiana, visando a liberacdo dos ions de prata Ag(l) de forma lenta e
controlada. A sulfadiazina de prata a 1% ainda altamente usada no tratamento de
queimaduras, de segundo e terceiros graus, devido a sua eficiente devido a ser menos soluvel
e possui alta eficiéncia contra bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivas

(BAKHTIAR e OCHIALI, 1999).

34



3.1.A prata e seu usona medicina

A prata foi um dos trés primeiros metais a serem descobertos pelo homem, junto com o
ouro e o cobre. E um metal branco, brilhante, dctil e maleavel, que perde o brilho quando
exposto ao ozonio (O3z), bom condutor de eletricidade e um elemento estavel quando exposto
ao ar e a agua, podendo ser obtido através de extracdo direta de minério e como subproduto
do resultado do refinamento de outros metais, como Au, Cu, Ni, Zn. O elemento 47 é um
metal de transigcdo pertencente ao grupo 11 da tabela peridédica (MOYER et al., 1965). Possui
configuracdo eletronica [Kr] 4d'%5s', peso atémico de 107,86 g mol™(ATKINS; JONES,
2005; SEGURA, 2014).

O uso da prata data de muito tempo atras. De acordo com relatos, Alexandre, o Grande,
(356-323 a. C.), assim como 0s venezianos usavam recipientes feitos de prata para manter
vinho, &gua e vinagre salubres. Os pioneiros no durante a conquista do Oeste, depositavam
moedas de prata dentro de garrafas com o0 mesmo fim (BERGAMINI & PAIVA, 2011).

Relatos de seu uso medicinal tem uma historia longa, na Maceddnia, eram usadas placas
de prata sobre feridas para ajudar na cicatrizacdo; na Grécia antiga, Hipdcrates (460 — 370 a.
C.) ensinava a seus discipulos sobre o uso da “flor de prata”, que consistia em um po extrafino
de prata, que curava feridas ulceradas; na época dos alquimistas, como Plinio (78 d. C.),
Gerber (702 — 765 d. C.), Paracelso (1493 — 1541), utilizavam a prata para o tratamento de
doentes mentais e epiléticos, pois acreditavam que a prata corresponderia a lua (macrocosmo)
e a cabeca (microcosmo) e 0 uso da prata traria de volta a sanidades dos doentes mentais e 0
fim das crises epiléticas; na Idade Média, a prata era usada no tratamento de palpitac@es; ja no
século XVIII, o nitrato de prata tornou — se a melhor opc¢édo para tratar de feridas, Ulceras e
doencas de pele em geral, tendo seu primeiro relato com atividade antimicrobiana em 1869,

pelo cientista Revelim; em 1881, o médico Carl Crede (1819 — 1882) foi o primeiro a
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recomendar o tratamento com solugdo de 1% de nitrato de prata em olhos de recém — nascidos
para evitar a cegueira, pratica utilizada até os dias de hoje (Bergamini & Paiva, 2011).

Sua propriedade antimicrobiana e de seus compostos é a base principal de sua aplicacéo
medicinal, desde o século XIX. A partir dai a prata teve diversas utilizacdes e seu enorme
potencial para o tratamento de lesdes foi sendo descoberto (MOYER et al., 1965). Moyer et al
(1965) foram, provavelmente, os primeiros a abordarem o uso topico dela em feridas,
desenvolvendo um tratamento eficaz contra queimaduras infectadas utilizando-se de um
creme a base de nitrato de prata a 0,5%, sendo eficaz, também, contra Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus hemolyticus sem causar resisténcia das cepas por
conta da prata.Atualmente ela esta presente em uma ampla gama de coberturas e pode se
apresentar em duas formas:

1) Compostos/complexos: quando associada a um sal e produz a prata iGnica (Ag+t),

quando esta em contato com fluidos de feridas ou solucdes;

2) Elementar: quando estd em forma metélica (Ag), também descrita como prata coloidal

ou nanoparticulas de prata.

Seu cétion ou ion carregado positivamente (Ag+) € ativo contra uma grande variedade de
patdgenos bacterianos (HUGO 1992), fungos (WRIGHT et al., 1999) e virus (MONTES et
al., 1986) e esse poder antimicrobiano tem sido relacionado aos seus variados mecanismos de
acdo, como interferindo no metabolismo bacteriano, levando ao rompimento da parede da
célula bacteriana e ligando — se ao seu DNA, inibindo assim a replicacdo e a possibilidade de
desenvolver resisténcia (WHITE, 2001).

Os complexos de prata sdo de carater bastante interessante, ja que sua atividade
antimicrobiana e outras propriedades tem a possibilidade de serem manipuladas, variando

assim o numero e tipo de ligantes que podem ser coordenados ao seu ion, e, quando usados
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ligantes ativos biologicamente, estes podem aumentar a eficiéncia de um agente terapéutico
(SEGURA, 2014).

Por possuir uma coordenacdo rica, pode — se encontrar na literatura compostos com
diversos tipos de coordenagédo usando a prata. (ATKINS, 2010). Escolher de forma adequada
o ligante para ser usado na coordenagdo com o ion da prata torna a diversidade da
coordenagdo maior, que podem, inclusive, ajudar na estabilizacdo da estrutura do complexo
(BARREIRO, 2014).

Ainda ndo se sabe muito sobre 0 mecanismo de agdo dos ions de prata, tanto que sua acdo
é atribuida ao fato de interferir no crescimento da célula por trés modos distintos. 1) inibindo
as funcbes de transporte na parede celular; 2) interrompendo o metabolismo da célula,
mudando a estrutura das enzimas, atuando sobre as mesmas; 3) inibindo a divisdo celular,
com relacdo direta com o DNA (PERCIVAL et al., 2005).

A prata (I) é o estado de oxidagcdo com maior importancia, e também o mais comum,
porém ainda te muito que ser estudada, com uma ampla diversidade de compostos (ATKINS,
2010).

Um estudo realizado em queimaduras tratadas com uma cobertura com prata
nanocristalina demonstrou que ap6s cinco dias de uso a mesma causou argiria com
significante elevacdo nas concentracdes sanguineas (107ng/g) e urinarias (28ng/g). Quando o
uso foi descontinuado as concentragdes se normalizaram em 90 dias (LANDSDOWN &
WILLIANS, 2004)

De acordo com Russell & Hugo (2004) e Demling & DeSanti (2001), a forma i6nica da
prata é um potente agente microbiocida em concentra¢des tdo baixas quanto de 0,001 a 0,06
ppm (partes por milh&o), ndo sendo preciso uma alta concentracdo de prata para obter efeito
bactericida. Ovington (2004) ressalta que a maioria dos estudos sobre citotoxicidade da prata

sdo feitos in vitro, em condi¢cbes muito diferentes daquelas encontradas em uma ferida,
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portanto deve-se considerar que o efeito observado in vivo pode néo corresponder diretamente
a situacdo clinica.

Estudos realizados com L. tropica demonstraram que, quando expostas a nanoparticulas de
prata, os valores de proliferacdo e atividade metabolica desses parasitas diminuiu (RAHI et
al., 2013; ALLAHVERDIYEYV et al., 2011).0 estudo de Job e colaboradores (2014) com L.
braziliensis, comprovou que, o0 uso de borracha natural com membranas de nanoparticulas
metalicas de prata, quando colocado no meio em que se encontra o parasita, tal membrana
com as nanoparticulas sdo capazes de fazer a separar¢do de células, eliminando os parasitas
que nao terminaram a metaciclogénese, fase estacionaria dos parasitas, onde e comegcam suaa
transformacdes farmoldgicas, e sdo altamente infecciosos para o hospedeiro, e as células
imaturas, que ndo causam a doengas, permanecem vivas e sdo mantidas intactas, gerando uma
biomassa parasitaria, que, segundo o autor, propicia um futuro estudo para uma vacina contra

a leishmaniose.
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4.0.0BJETIVOS

4.1- Geral
Avaliar a atividade in vitro anti-leishmania de complexos metélicos de prata contra espécies
causadoras da forma cutanea da Leishmaniose determinando suas concentracdes efetivas em

diferentes tempos de exposi¢do do parasita aos complexos.

4.2- Especificos
e Avaliar a atividade anti-leishmania dos complexos metélicos de prata contra formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis e L.(V.) guyanensis;
e Estudar o efeito dos complexos metalicos de prata contra formas amastigotas de L.
(L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis, interiorizadas em macrofagos de linhagem;
e Auvaliar a citotoxidade in vitro dos complexos metalicos de prata em macrofagos de
linhagem n&o infectados;

e Determinar a ICs (concentragdo efetiva a 50%) dos complexos de prata quanto ao

potencial anti-leishmania;
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5.0.MATERIAL E METODOS

O projeto foi executado no Laboratdrio de Leishmaniose e Doencas de Chagas, na
Coordenacdo de Pesquisas em Sociedade, Ambiente e Saude (CSAS), no Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia — INPA, sob a orientacdo da Dra. Antonia Maria Ramos Franco e
da Dra. Claudia Dantas Comandolli Wyrepkowski e no Instituto per 1’Energetica e le
Interfasi, IENI, CNR, P&dua, Itdlia, com colaboracdo da Dra. Marina Porchia, sob o

consorcio do Projeto Vaikutus (FP7-PEOPLE-IRES-2011-295262).

5.1. Preparo de massa parasitaria

Foram utilizadas para os estudos de avaliagdo in vitro as espécies: Leishmania
(Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/2009/IM5584) e Leishmania (Viannia) guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147).

Os parasitas foram cultivados em meio bifdsico NNN (McNeal, Novy e Nicolle)
(LOUREIRO et al., 1998) por sete dias em incubadora a 25°C e, em seguida, transferidos para
meio liquido, com 5 mL meio Schenider completo com SFBi (Soro Fetal Bovino Inativado).
Foi acrescido meio liquido a cada dois dias, com o dobro da quantidade de Schenider + SFBi,

durante um periodo de duas semanas para expansao das amostras em cultivo.

6.0.COMPOSTOS QUIMICOS

No presente estudo, foram realizados os testes pré-clinicos in vitro com dois complexos

sollveis de prata e seus respectivos ligantes, [Ag(PTA)4]BF4, onde foi utilizada a
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nomenclatura Ag; e [Ag(PPh)s(HBPz)s], onde foi utilizada a nomenclatura Ag,. A sintese
quimica dos compostos foi realizada pela equipe do Dr. Francesco Tisato e Dra. Marina
Porchia, no Instituto per I’Energetica e le Interfasi, IENI, CNR, Padua, Italia, Conselho
Nacional de Pesquisas da Italia — Padua (CNR, PADUA, ITALIA). A atividade dos

complexos e seus ligantes foram estudados em comparagdo com o Pentacarinat®.

7.0.Atividade in vitro anti-leishmania em formas promastigotas

7.1.Manutencao dos parasitas e preparo de massa parasitaria

Foram  utilizadas as  espécies  Leishmania  (Leishmania) = amazonensis
(MHO/BR/2009/IM5584) e Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147),
mantidas e criopreservadas no Laboratorio de Leishmaniose e Doenca de Chagas, CSAS,
INPA. Os parasitas foram cultivados em meio Schneider (Himedia) completo, suplementado
com 10% de SFBI para 0s bioensaios e criopreservagao.

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis utilizadas nos
bioensaios in vitro foram mantidas e cultivadas em meio Schendier suplementado com 10%

de SFBI, e mantidos em estufa a 24° C.

7.1.1. Curva de crescimento de formas promastigotas de

Leishmanias pp.

Para determinar o crescimento das formas promastigotas de Leishmania, foram inoculados

10° promastigotas/ mL em meio de cultura Schneider completo e incubados em estufa a 25° C

por sete dias, em duplicatas. A cada 24 horas foram retiradas aliquotas, diluidas em solucéo
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fixadora de ISOTON (&cido citrico 0,005M, NaCl 0,12M, formaldeido 0,5% pH 7,2) e
quantificadas em camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio dptico em aumento de
400X. A média aritmética das duas contagens foi usada para calcular o nimero de parasitas
em 1,0 mL de cultura. O célculo foi feito de acordo com a férmula: nimero de parasitas/mL=
contagem de parasitas vidveis no hemocitometro da cdmara de Neubauer x o valor da diluicéo

x 10*. A curva foi construida utilizando o software GraphPadPrism 6®.

7.1.2. Determinagdo da atividade anti-leishmania dos

complexos sollveis de prata — Ensaios in vitro

A atividade anti-leishmania dos compostos foi avaliada pela inibicdo do crescimento e
pela mortalidade das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. Antes
de cada experimento, foi observada a motilidade flagelar e a morfologia dos parasitas.

Na realizagéo do bioensaio, as formas promastigotas foram centrifugadas a 4.400 rpm por
15 minutos, lavadas em solugdo salina estéril, diluidas e contadas em cdmara de Neubauer e
ajustadas para obtencdo da concentraco parasitaria de 2x10* células/ mL.

As amostras dos dois complexos solUveis de prata foram diluidas em DMSO e meio
Schneider. Foram filtradas em filtro com membrana com poros de 0,22 um, em condicdes
estéreis, para obter a solucdo dos complexos na concentracao de 160uM/mL.

O controle negativo foi constituido de meio Schneider completo e parasitos (10%)/ mL e
DMSO nas concentragOes de 4% a 0.24%. Para o controle positivo foi usado Pentacarinat®
nas concentragdes de 25 pg/mL a 3,125 pg/mL.

A atividade das amostras, nas concentraces de 160 — 10 puM/mL, foram avaliadas pela

inibicdo do crescimento e mortalidade de promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.)
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guyanensis, apos incubacdo na presenca das mesmas nos periodos de 24, 48 e 72 horas, na
temperatura de 25° C em estufa.

Para avaliar a viabilidade celular foi empregado o método de contagem nos periodos
de 24, 48 e 72 horas de células vivas (utilizando o corante Azul de Tripan, 10uL, e avaliando
a motilidade celular) em camara de Neubauer em microscopio Optico, aumento de 400 vezes.

(PEREIRA et al., 2010).

7.1.3. Avaliacdo da viabilidade parasitaria utilizando o método

colorimétrico MTT

O ensaio colorimétrico usando o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio), € um método que também pode ser aplicado para testar a viabilidade em
formas promastigotas de Leishmania sp. No presente estudo a técnica foi utilizada em
promastigotas de L. (V.) guyanensis e L (L.). amazonensis. Como controle negativo, foram
utilizados parasitos na auséncia dos complexos de prata na presenca do solvente DMSO. Para
a avaliacdo da viabilidade parasitaria pelo método do MTT, as dilui¢bes dos complexos foram
adicionadas aos po¢os contendo meio Schneider completando um volume final de 100 uL por
poco. Foi adicionado ao poco 100 pL de promastigotas de Leishmania (2 x 10* cels/ mL). As
placas com as promastigotas foram incubadas em estufa a 25°C, durante 24, 48 e 72 horas, na
presenca dos complexos de prata e na auséncia de qualquer composto, como controle. Ap6s 0
periodo de incubacdo, foi adicionado 10uL de MTT (Roche®) em cada poco, e as placas
foram novamente incubadas por 4 horas em estufa a 25° C. Apos este periodo, foram
adicionados 100 pL de solucdo de solubilizacdo e incubadas por mais 24 horas a 25°C.

Passado o tempo de incubacéo as placas foram submetidas a leitura em espectrofotometro
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7.2.Atividade anti-leishmania in vitro em amastigota

7.2.1. Obtencdo dos macréfagos murinos e manutengdo das

células
Para Os ensaios in vitro com as formas amastigotas, foram usados macréfagos de
linhagem J774, foram mantidos no laboratério, criopreservados, e, posteriormente,
descongelados e cultivados em meio RPMI 1640 incialmente com 10% de SFBi e incubados a
37°C em atmosfera Umida com 5% de CO,. A troca de meios para manutencdo dos

macrdfagos foi realizada a cada dois dias (PAVAN et al, 2010).

7.2.2. Infeccdo dos macrofagos com Leishmania spp.

Os macréfagos foram incubados em placa de pocos em uma concentracio de 10° células/
mL, em meio Schneider completo (Himedia) em estufa a 37° C por 24 horas. Apds este
periodo, os macréfagos foram infectados com 10° promastigotas/ mL por no maximo de
quatro horas. As espécies de leishmania avaliadas foram L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis. Em seguida, os pocos foram lavados com Schneider incompleto para a remocao

dos promastigotas néo interiorizados.
7.2.3. Determinagdo da atividade anti-leishmania dos
complexos sollveis de prata em amastigotas

interiorizados em macrdéfagos — Ensaios in vitro

Os macrdfagos infectados com promastigotas foram incubados na presenca dos compostos

que apresentaram maior potencial de inibicdo e atividade anti-leishmania contra L. (L.)
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amazonensis e L. (V.) guyanensis no bioensaio promastigota in vitro. Os compostos diluidos
foram adicionados aos pogos, que possuiam uma laminula redonda dentro, utilizando a maior
concentracdo testada em promastigotas. Apds duas horas de incubacdo em estufa a 37° C, os
pogos foram lavados com meio Schneider incompleto e adicionados a novo meio de cultura
Schenider suplementado com 10% de SFBi) e incubados novamente por mais 24 horas nas
mesmas condigcdes. ApOs esse periodo, as laminulas de vidro foram removidas, e as células
infectadas foram coradas utilizando método panético adaptado para testes utilizando
macrofagos. Foi avaliado o numero de macrdfagos infectados. A avaliacdo destes parametros
foi realizada através de observacdo em microscépio 6ptico. O controle negativo corresponde

as células infectadas com os parasitos.

7.2.4. Ensaios de citotoxicidade dos complexos de prata sobre

macrofagos murinos de linhagem (MTT)

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando macrofagos de linhagem J774. As
células foram centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em meio Schneider completo. As células foram quantificadas em camara
de Neubauer. O nimero de células/mL da amostra foi estimado como a média aritmética de
duas contagens dos quatro quadrantes X o inverso da diluicdo da amostra X 10*. Apés
quantificacdo, as culturas foram incubadas em placa de 24 pogos volume de células ajustado
para 1x10° macr6fagos por pogo em um volume final de 100uL de meio Schneider completo.
As placas foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO, por 4 horas, para
aderéncia dos macrdéfagos aos pogos. Apos o periodo de incubagdo, as culturas foram

visualizadas em microscopio invertido para observacdo dos macréfagos aderidos e 0s pogos
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foram lavados 3 vezes com meio Schneider incompleto para remover possiveis células ndo
aderentes.

Ap0s as lavagens para retirada das células ndo aderidas e o esgotamento dos pogos, 0S
macrofagos aderidos & placa foram incubados na presenga dos dois complexos de prata,
diluidos em um volume final de 100uL de meio Schneider completo. Como controle negativo
do experimento, macrofagos aderidos serdo incubados na presenca apenas de meio Schneider
completo que foram expostos a solucdo fixadora ISOTON (&cido citrico 0,05 M, NaCl 0,12
M, formaldeido 0,5%, pH 7,2).

As culturas permaneceram expostas aos compostos durante 24 horas, incubadas a 37°C
com atmosfera de 5% de CO,. Apds os periodos de incubacdo, foram adicionados aos po¢os
10uL da solugdo MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (Roche®) a
5mg/ mL (50 pg/pogo). As placas foram novamente incubadas por 4 horas a 37°C com
atmosfera de 5% de CO,. Ap6s incubacdo, foi adicionado 100uL de solucdo de solubilizagdo
para solubilizar os cristais de formazan gerados, e posteriormente as placas foram submetidas

a leitura em espectrofotdmetro, sob a absorbancia de 590 nm.
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8.0.RESULTADOS

Os bioensaios in vitro abrangeram a etapa inicial dos estudos dos complexos
metalicos, buscando o composto metalico mais promissor no tratamento da LTA, como
uma nova alternativa de tratamento da doenca. As formas promastigotas e amastigotas de
L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis foram submetidas a acdo de complexos
metalicos de prata (Ag: e Agy), sendo o método de averiguacdo do potencial dos
complexos, feito pela contagem de parasitas vivos e viaveis, durante o periodo de 24h,
28h, 72h, em cinco concentragdes diferentes (160uM; 80uM; 40uM; 20uM; 10uM), por

dois métodos, contagem manual e colorimétrico (MTT).

8.1.Curva de crescimento de Leishmania (Viannia) guyanensis

O crescimento do parasita segue uma curva que depende da sua espécie e das condi¢des
que é imposto, tais como o meio de cultura e a temperatura de incubacdo. Para a realizacdo da
curva de crescimento, foi utilizada uma cultura de quarta passagem apds isolamento de
hamsters infectados com L. (V.) guyanensis.

Foi observado um aumento no nimero de parasitas a partir do terceiro dia, sendo,
provavelmente a fase log do crescimento do parasita, apresentando novo aumento do
crescimento no quinto dia. A partir do sétimo dia, observamos uma queda brusca no nimero
de parasitas, consistindo na fase de declinio do crescimento. Para a realizagdo dos bioensaios,

foram utilizados parasitas no quinto dia de crescimento (Figura 4).
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Figura 4: Curva de crescimento de Leishmania (Viannia) guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) em meio

Schneider completo.

8.2.Curva dos controles positivo (Pentacarinat®), negativo (DMSO) e

negativo (meio de cultivo Schneider completo acrescido de parasitas)

Os controles também foram avaliados no periodo de tempo em que foram realizados 0s

bioensaios. Os testes foram realizados em triplicata, sendo tirada a média de cada

concentracdo e construidos os graficos. Para o controle positivo, foi utilizado Pentacarinat®.

E uma droga que ja encontra — se na forma trivalente (SB®), atuando nos parasitas de forma

direta, sem precisar se metabolizada por processos bioldgicos. Ela apresentou melhor atuacao

nas duas maiores concentragdes, 25 uM/mL e 12,5 uM/mL. A concentracdo de 6,25 uM/mL

apresenta acdo moderada, e as duas Ultimas concentra¢fes da substancia apresentou elevado

nimero de promastigotas viaveis (Figura 5).
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Figura 5. Curva do controle positivo (Pentacarinat®) sobre formas promastigotas de Leishmania (Viannia)

guyanensis

Para compor um dos controles negativos, foi usado o DMSO (Dimetil sulféxido), com a
concentracdo inicial de 4%, a partir dai, sendo entdo realizada diluicdo seriada, até a
concentragdo de 0,25 pM/ mL. O DMSO é um solvente, no qual os complexos metalicos
foram dissolvidos. Ele foi escolhido como um dos controles negativos, para sabermos se a
acdo que os complexos metalicos tiveram foi oriunda dos mesmos ou se 0 DMSO atuava de
alguma forma. De acordo com o gréfico, (Figura 6) 0 DMSO ndo possui acdo anti-leishmania,

apresentando elevados numeros de parasitas viaveis em todas as cinco concentragdes testadas.
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Figura 6: Curva do controle negativo (DMSO) sobre formas promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis

A curva de crescimento somente com Schneider e parasitas (Figura 7) comprara a atuagdo
da Pentacarinat® e do DMSO. Podemos observar, no periodo de 24h, os parasitas estdo na
fase log, apresentando crescimento, visto no periodo de 48h, com maior quantidade de

parasitas vidveis, tendo, no periodo de 72h, o declinio dos parasitas.
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Figura 7: Curva de crescimento do controle negativo, composto por meio Schneider e parasita.
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8.3.Atividade de complexos metalicos frente as formas promastigotas de
Leishmania (Viannia) guyanensis, usando o método de contagem

manual.

Foram testados dois complexos metélicos, Ag: e Ag, em cinco concentracdes diferentes,
(160uM; 80uM; 40uM; 20uM; 10uM), frente as formas promastigota de L. (V.) guyanensis.

Os valores estipulados para o ECso foram de: <10, considerado altamente ativo, entre 10 —
30 como ativo, entre 30 — 50 moderadamente ativo, >60 n&o ativo.

Como apresentado na Tabela 3, Ag: foi considerado ndo ativo, nos trés periodos
estudados, com ECsp > 60 pM/mL, quando comparado com o controle positivo,
Pentacarinat®. Ag, apresentou — se moderadamente ativo nos periodos de 24h, com ECsg
43,32uM/mL, e em 48h, com ECso de 57,69 uM/ mL. Ja no periodo de 72h, apresentou ECs

<60 uM/mL, ndo sendo considerada ativa, em compara¢do com a Pentacarinat®.

Tabela 1: Valores de ECs da atividade dos complexos Agy, Ag, e Pentacarinat® frente as formas promastigotas

de Leishmania (Viannia) guyanensis.

Substancia Valores de ECso/ Tempo de incubacéo
24h 48h 72h
Agl 62,76 + 37,50 64,29 + 37,69 78,34 + 48,86
Ag2 43,32 + 45,23 57,69 + 63,97 63,93 + 73,58
Pentacarinat® 24,62 + 26,54 10,85 +35,79 10, 13 + 50,61

Quando testado, o complexo metélico Ag; contra as formas promastigotas de L. (V.)
guyanensis, usando o método de contagem manual, através do grafico, (Figura 8), observamos
que todas as concentracdes apresentaram elevados nimeros de parasitas vidveis nos trés

periodos estudados, de 24h, 48h e 72h.
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Figura 8: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag;, Ag(PTA),BF,, em comparagdo Pentacarinat®

O complexo metélico Ag,, quando testado contra as formas promastigota de L. (V.)
guyanensis, usando o método de contagem manual, apresentou através o grafico (Figura 9),
menores quantidades de parasitas viaveis na concentracdo de 160 UM/ mL, nos trés periodos
estudados, porém, com valores ainda maiores quando comparado com o controle positivo com
Pentacarinat®. As demais concentracfes apresentaram quantidade de parasitas viaveis

maiores que o controle positivo.
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Figura 9: Atividade anti — Leishmania do complexo de prata Ag, AQg(PPh);(HBPz);, em comparagdo

Pentacarinat®
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8.4.Atividade de complexos metalicos frente as formas promastigotas de

Leishmania (Viannia) guyanensis, usando o método MTT

O MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) € um teste usado para
determinar a viabilidade das células. Quando incubado com células vivas, esses tem seu
substrato quebrado por enzimas mitocondriais, mudando de um composto amarelo, para azul
escuro/ roxo (cristais de formazan). Este teste foi primariamente sugerido por Mossman
(1983). Os dois complexos metalicos também foram testado pelo método colorimétrico, MTT.

Os valores estipulados para 0 ECso foram de: <10, considerado altamente ativo, entre 10
— 30 como ativo, entre 30 — 50 moderadamente ativo, >60 néo ativo.

De acordo com a Tabela 4, Ag: ndo apresentou atividade anti-proliferativa nem anti-
leishmania frente as formas promastigotas de L. (V.) guyanensis, tendo seus valores de ECsg
todos >60 UM/ mL, nos trés periodos de tempo estudados. Ja Ag,, quando testado, ndo
apresentou atividade no periodo de 24h, com valor de ECso >60 uM/mL. Porém, no periodo
de 48h, a quantidade de parasitas viaveis apresentou queda, mas inda sem ter valor
significativo, correspondente a atividade anti-proliferativa e anti-leishmania, com valor de
ECso 82,62 pM/mL. J& no periodo de 24h, Ag, apresentou mais uma queda no ndmero de

parasitas vidveis, com valor de ECs de 63,82 uM/mL

Tabela 2: Valores de ECs, da avaliagdo da atividade do complexo Ags, Ag; e Pentacarinat® frente as formas

promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis utilizando o método MTT

Substancia Valores de ECsy/ Tempo de incubacéo
24h 48h 72h
Agl 204,6 + 0,060 298, 41 £ 0,029 369,86 + 0,032
Ag2 116, 92 £ 0,077 82,62 £ 0,035 63,82 £ 0,059
Pentacarinat® 81,54 + 0,053 60,42 + 0,020 58,10 £ 0,040
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Quando testado utilizando o método do MTT com complexo metalico Ag;, observamos
através do grafico (Figura 10) que no periodo de 24h, todas as concentracGes apresentaram
elevado nimero de parasitas vidveis, todas proximas entre si. No periodo de 48h, a
concentracdo de 160 puM/mL apresentou uma queda na quantidade de parasitas viaveis,
porém, no periodo de 72h, tem — se novamente 0 aumento do numero de parasitas. A
concentracdo de 80 pM/mL apresentou estabilidade nos trés periodos estudados, com
numeros elevados de parasitas vidveis. As demais concentragcBes apresentaram crescente

namero de parasitas.

160 uM/ mL
80 uM/ mL

40 uM/ mL

20 uM/ mL

10 M/ mL
Pentacarinat®

EEEE K.

0 20 40 60 80
Tempo (horas)

(A) no comprimento de onda (590 nm)

Figural0: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag;, AQ(PTA)4(BF),, utilizando o método MTT

O complexo metalico Ag,, quando testado com o método MTT, foi observado no gréfico
(Figura 11), todas as concentracfes apresentaram grande nimero de parasitas vidveis no
periodo de 24h. No periodo de 48h, houve uma diminuicdo no nimero de parasitas viaveis em
todas as concentragdes, sendo as concentragdes de 160 pM/mL e 80 uM/mL com as menores
quantidades de parasitas vidveis. No periodo de 72h, a concentragdo de 160 pM/mL e 80

MM/mL continuaram apresentando queda no nimero de parasitas, sendo a concentragcdo 160
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uM/mL, nesse periodo no grafico, apresentando valores similares ao do Pentacarinat® de As
demais concentracGes apresentaram constancia no nimero de parasitas vidveis entre 0s

periodos de 48h e 72h, porém, com quantidades muito elevadas.
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Figura 11: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag,, Ag(PPh)s;(HBPz);3 utilizando o método MTT.

8.5.Curva de Crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis

Na curva de crescimento de L. (L.) amazonensis, foi possivel observar um aumento no
namero de parasitas a partir do terceiro dia, elevando novamente no sexto dia, sendo este, 0
inicio da fase estacionaria. A partir do oitavo dia, podemos observar a fase de declinio, com

diminuicdo do nimero de parasitas (Figura 12).
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Figura 12: Curva de crescimento de Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/2009/IM5584) em

meio Schneider completo

8.6.Curva dos controles positivo (Pentacarinat®), negativo (DMSO),

negativo (meio de cultivo Schneider acrescido de parasitas)

Assim como para L. (V.) guyanensis, para L. (L.) amazonensis foram feitas curvas de
crescimento dos parasitas quando submetidas a acdo de Pentacarinat®, DMSO e somente 0
meio Schneider.

Quando submetidos a acéo de Pentacarinat®, podemos observar que nas concentracdes de
25ug/ mL e 12,5 pg/ mL apresentaram baixos nimeros de parasitas vivos e viaveis somete no
periodo de 24h, seguindo da morte dos mesmos nos outros dois periodos estudados, 48h e
72h. As demais concentracBes apresentaram crescente nimeros de parasitas viaveis, conforme

a concentracao da Pentacarinat ® diminuia no meio (Figura 13)
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Figura 13: Curva do controle positivo (Pentacarinat®) sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis.

Um dos controles negativos foi composto pelo o DMSO (Dimetil sulfoxido), com
concentragdo inicial de 4 uM/ mL, sendo realizada diluigdo seriada até a concentragdo de
0,25uM/ mL. E um solvente, no qual os complexos testados foram dissolvidos. Ele foi
escolhido como um dos controles negativos, para sabermos se a acdo que 0s complexos
metalicos tiveram foi oriunda dos mesmos ou se 0 DMSO atuava de alguma forma. De acordo
com o grafico, (Figura 14) o DMSO ndo apresentou atividade anti-leishmania, apresentando
poucos parasitas viaveis no periodo de 24h, devido a pouca massa parasitaria no inicio do
bioensaio. Os outros dois periodos estudados, 48h e 72h, apresentaram numeros elevados de

parasitas viaveis.
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Figura 14: Curva do controle negativo (DMSQ) sobre formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)

amazonensis.

A curva de crescimento do controle negativo com (Meio Schneider e parasita)
(Figura 15) compara a agdo da Pentacarinat® e do DMSO. Pode ser observado um
aumento crescente do numero de parasitas viaveis, seguindo a linha de tempo dos

periodos estudados.

1500~

-
o
o
o
1

500 -

o—— . . .

0 20 40 60 80
Tempo (horas)

Promastigotas viaveis (10*cel/mL)

Figura 15: Curva de crescimento do controle negativo, composto por meio Schneider e parasita.
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8.7. Atividade de complexos metalicos frente as formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis usando o

método de contagem manual

Foram testados dois complexos metalicos, (Ag: e Agz), em cinco concentracdes, (160uM;
80uM; 40uM; 20uM; 10uM), contras as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Os valores estipulados para 0 ECsp foram de: <10, considerado altamente ativo, entre 10 —
30 como ativo, entre 30 — 50 moderadamente ativo, >60 n&o ativo.

O complexo Ag;, de acordo com a Tabela 5 apresentou — se ativo somente no periodo de
24h, ECsy 16,46, quando comparado com Pentacarinat®, ECso 14,29 uM/mL. Nos periodos
de 48h e 72h nédo apresentou atividade anti-proliferativa nem anti-leishmania, com ECs,>60
MM/mL, 91,23 pM/mL e 92,02 pM/mL, respectivamente. O complexo Ag, mostrou — se ativo
nos periodos de 24h, com ECsy 15,67 uM/mL, em 48h, ECsy de 20,76 uM/mL, e em 72h,

onde apresentou o melhor resultado dos trés periodos estudados, com ECsy de 14,53 uM/mL

Tabela 3: Valores de ECs, da avalia¢do da atividade do complexo Ag;, Ag, e Pentacarinat® frente as formas

promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Substancia Valores de ECso/ Tempo de incubacéo
24h 48h 72h
Agl 16,46+ 56, 23 91,23 + 131,20 92,02 £ 128,10
Ag2 15,67 £ 49,73 20,76 + 102,29 14,53 + 68,69
Pentacarinat® 14,29 + 46,14 18,28 £ 98,06 51,48 + 88,28

Quando testado, o complexo metalico Ag; contra as formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis, usando o método de contagem manual, através do grafico, (Figura 16),
observamos que todas as concentracdes apresentaram baixos numero de parasitas viaveis no

periodo de 24h. A maior concentracdo, de 160 uM/ mL, manteve esse baixo nimero de
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parasitas viaveis nos outros dois periodos de tempo estudados, 48h e 72h, porém ainda
maiores que o controle positivo com Pentacarinat®. As outras concentracdes apresentaram

nameros crescentes de parasitas viaveis nos outros dois periodos de tempo estudados, 48h e

72h.
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Ag1 10 uM/ mL
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Promastigotas viaveis (104 mM/mL)

Figura 16: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag;, Ag(PTA)4(BF), em comparagdo com
Pentacarinat®

O complexo metalico Agy, por sua vez, mostrou, no grafico (Figura 17) bons resultados
nas concentracdes de 160 puM/mL e de 80 puM/mL, semelhantes ao controle positivo com
Pentacarinat®, nos trés periodos de tempo estudados. As demais concentracdes apresentaram

resultados préximos do controle positivo somente no periodo de 24h, tendo aumento

significativo nos outros dois periodos de tempo estudados, 48h, e 72h.
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Figura 17: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag, Ag(PPh);(HBPz);, em comparacdo com

Pentacarinat®.

8.8.Atividade de complexos metalicos frente as formas promastigotas de

Leishmania (Leishmania) amazonensis, usando o método MTT

Os complexos Ag; e Ag, foram testados também pelo método colorimétrico do MTT. Os
valores estipulados para o ECsy foram de: <10, considerado altamente ativo, entre 10 — 30
como ativo, entre 30 — 50 moderadamente ativo, >60 ndo ativo.

Os dois complexos apresentaram ativos nos trés periodos estudados. Ag; apresentou
atividade no periodo de 24, com ECsy 11,35 uM/mL. No periodo de 48h apresentou — se
moderadamente ativo, com ECsy de 36,45 pM/mL Ja no periodo de 72h apresentou — se
moderadamente ativo frente as formas promastigota de L. (L.) amazonensis, com valores de
ECso 49,25 uM/mL. Ag; apresentou — se no periodo de 24h, com valor de ECso de 12, 69
UM/mL. Nos periodo de 48h e 24h, apresentou — se de forma moderadamente ativa, com

valores de ECs 36,30 pM/mL e 44,41 uM/mL, respectivamente.
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Tabela 4: Valores de ECsda avaliacdo da atividade do complexo Ag;, Ag, e Pentacarinat® frente as formas

promastigotas de Leishmania (Leishmania)amazonensis pelo método MTT

Substancia Valores de ECso/ Tempo de incubacéo
24h 48h 72h
Agl 11,35 £ 0,008 36,45 + 0,059 49,25 £ 0,023
Ag2 12,69 + 0,016 36,30 + 0,043 44,41 £+ 0,039
Pentacarinat® 18,0 £ 0,05 00,010 00,07

Quando testado com 0 MTT, o complexo Ag;, em todas as concentracdes, como pode ser
visto no grafico (Figura 18), apresentou resultados baixos no periodo de 24h. Porém, a
concentracdo de 160 pM/mL manteve — se estavel, sem apresentar elevado numero de
parasitas nos outros dois periodos de tempo estudados, 48h e 72h. As demais concentracfes

apresentaram aumento no nimero de parasitas ap6s o periodo das 24h.
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Figura 18: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag;, Ag(PTA)4(BF), em cinco concentracdes.

Quando testado com 0 MTT, o complexo Ag, apresentou, como pode ser visto no grafico
(Figura 19) similaridade nas primeiras 24h em todas as cinco concentraces. A partir do

periodo de 48h, a concentracdo de 80uM/ mL mostrou melhor atividade, mantendo essa
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atividade até o periodo de 72h. A concentracdo de 160uM/ mL apresentou aumento no
namero de parasitas viaveis entre nos periodo de 24h a 48h, tendo uma queda no periodo de
72h. As demais concentracOes, apds o periodo de 24h, tiveram um aumento no nimero de

parasitas.
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Figura 19: Atividade anti — leishmania do complexo de prata Ag,, Ag(PPh);(HBPZz); em cinco concentragdes.

8.9.Ensaio de citotoxicidade dos complexos de prata sobre macréfagos de

linhagem murino (MTT)

O método do MTT é um ensaio quantitativo para determinar a viabilidade de células. Esse
ensaio quantifica a atividade mitocondrial, medindo a formagéo de cristais de formazan,
produto formado pela reducédo de tetrazolio (MOSMANN,1983; LOBNER,2000). A reducéo
de MTT ocorre principalmente na mitocondria através da acdo da succinato desidrogenase

fornecendo entdo uma medida de fungdo mitocondrial (LOBNER,2000).
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No ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT, o complexo Ag;, foi testado utilizando
a maior concentracdo, 160uL/ mL. Quando testado, o complexo Ag; apresentou o valor médio
de 85,95% células viaveis, depois de 24h em contato com o complexo. O complexo metélico
Ag, quando testado, apresentou o valor médio de 75% de células viaveis apos 24h de

exposicdo ao complexo (Tabela 7).

Tabela 5: Avaliacdo da citotoxicidade dos complexos metalicos Ag.e Ag, em macrdfagos J774, apos exposicao
de 24h

Substéancia Células viaveis (%0)
Ag; (160 pM/mL) 85.95%
Ag> (160 pM/mL) 75%
8.10. Determinacdo da atividade anti-leishmania dos complexos

sollveis de prata em amastigotas interiorizados em macréfagos

Para determinar o potencial anti — Leishmania em formas amastigotas dos complexos Ag:
e Ag, foram utilizados macrofagos de linhagem J774. Foi usada a maior concentracao testada
nos bioensaios com as formas promastigotas, 160uM/ mL dos dois complexos metélicos, para
cada uma das espécies, L.(V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. O ensaio foi realizado em
placas de 24 pocos, com triplicatas de cada substancia testada. Foi inserida uma laminula
redonda de vidro dentro de cada pogo, que foi submetida a impregnacdo dos complexos
metélicos, infeccdo com parasitas e coradas pelo método pandtico. Foram entdo fixadas em

laminas e analisadas em microscopio Optico, aumento de 400X.
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Tabela 6: Avaliacdo da infeccdo de macrofagos expostos aos complexos metalicos, Ag; e Ag,, na concentracdo

de 160 uM/mL frente as formas amastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis.

Concentracéo dos complexos/ Taxas de infeccéo e ndo infecgéo de

macrdfagos
Parasito Ag;160puM/mL Ag,160puM/mL Controle
| NI | NI | NI
- - 38% 47% 80% 20%

I: Macrofagos infectados com formas amastigotas L. (V.) guyanensis
NI: macréfagos nédo infectados com formas amastigotas de L. (V.) guyanensis

O complexo Ag;, na concentragdo de 160uM/ mL quando testado contra as formas
amastigota de L.(V.) guyanensis, apresentou lise celular em mais de 50% dos macréfagos, nao
apresentando interiorizacdo por amastigotas em nenhum dos macréfagos observados (Figura
20A). O complexo Ag,, na concentracdo de 160 puM/mL, apresentou macréfagos com as
formas amastigotas de L.(V.) guyanensis interiorizadas como mostra a (Figura 20B), onde
pode - se observar a formacdo de vacuolos parasitéforos. De acordo com a tabela 6, 38% dos
macrofagos foram infectados, ficando 47% sem interiorizacdo de formas amastigotas de L.
(V.) guyanensis. O controle (Figura 20C) consistia somente por meio e parasita apresentou
maior quantidade de macréfagos infectados, confirmando o potencial de infeccdo da espécie

estudada.
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Figura 20: Bioensaios com macrofagos. 20A) Morte de macrdfagos, quanto testados com o complexo Ag; na
concentracdo de 160pM/mL; 20B) formas amastigotas (indicado na seta) de L. (V.) guyanensis interiorizadas em
macréfagos quando testadas com Ag,; 20C) macrofagos com as formas amastigotas (indicado na seta) de L. (V.)

guyanensis interiorizadas, consistindo no grupo controle do bioensaio.

Quando testados contras as formas amastigotas de L. (L.) amazonensis, o complexo Ag:
ndo apresentou lise celular dos macréfagos, como ocorreu quando testados com as formas
amastigotas de L. (V.) guyanensis, apresentando maior quantidade de macréfagos néo
infectados, acima de 50% (Figura 21A). O mesmo ocorre quando testado com Ag,, ha mesma
concentragdo, onde o numero de macrofagos ndo infectados € superior a quantidade de
macrofagos infectados, 49,3% (Figura 21B). O controle apresentou macrdfagos interiorizados,

confirmado o potencial do parasita (Figura 21C).
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Tabela 7: Avaliacdo da infeccdo de macrofagos expostos aos complexos metalicos, Ag; e Ag,, na concentracdo

de 160 uM/mL frente as formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Concentragao dos complexos/ Taxas de infeccéo e nédo infecgéao de

macrdfagos
Parasito Ag;160pM/mL Ag,160puM/mL Controle
| IN | IN | IN
25% 61% 41% 53% 65% 20%

I: Macrofagos infectados com formas amastigotas L. (L.) amazonensis

NI: macréfagos nédo infectados com formas amastigotas de L. (L.) amazonensis.

Cl C C 4

Figura 21: Bionensaios com macrdfagos. 21A) Formas amastigotas (indicado na seta) de L.(L.) amazonensis
interiorizadas em macréfagos, quando testada contra complexo Ag;, na concentracdo de 160uM/mL; 21B)
formas amastigotas (indicado naseta) de L. (L.) amazonensis interiorizadas em macréfagos quando testadas com
Agy; 21C) macréfagos com as formas amastigotas (indicado naseta) de L. (L.) amazonensis interiorizadas,

consistindo no grupo controle do bioensaio.

67



9.0. Discussao

A Leishmaniose Tegumentar Americana esta entre as dez doencas que mais acometem
individuos no mundo, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. O
tratamento com antimoniais pentavalente € utilizado pelo sua eficacia, porém, com restricdes.
Devido a essa impossibilidade de uso por determinados pacientes, como gravidas, pessoas
com cardiopatias, nefropatias, temos a Quimica Inorganica Medicinal, que busca utilizar
conhecimentos antigos com uso de metais, em especial a prata, como alternativa de
tratamento de diversas doencas, entre elas a leishmaniose. Nesse trabalho, foi testado o
potencial de dois complexos metéalicos, contra duas espécies de leishmania, causadoras da
leishmaniose tegumentar.

O fato de um composto metalico, sulfadiazina de prata, ser usado ha alguns anos como
agente antimicrobiano e antifungico (GUO, 1999), e impor diversos efeitos nesses
organismos, como reagir no grupo tiol nas proteinas, interagir com o DNA e interferir no
transporte de elétrons (RUSSEL; HUGO, 1994) motivou o interesse em estudar a atuacdo de
complexos metélicos e seu potencial anti-leishmania dos complexos Ag:, AG(PTA)4BF, e
Ag,, AG(PPh)3(HBPz);3 contra parasitas do género da Leishmania.

O complexo Agi, AG(PTA)4BF,, teve seu potencial avaliado pela equipe da Dra. Marina
Porchia e Dr, Francesco Tisato, contra células tumorais, apresentando capacidade de reduzir a
atividade de TrxR, uma isoenzima chamadatioredoxina redutase por 50%, e este efeito pode
ser responsavel pela sua notavel citotoxicidade para as células tumorais (SANTINI et al.,
2011).0 complexo metélico Agi, com o ligante PTA, determinou, segundo dado de Santini
(2011) uma alteragdo do estado redox da célula conduzindo a um aumento da producéo de
peroxido de hidrogénio e a oxidagdo dos componentes do sistema de TrxR, criando assim as

condicOes para a execucdo morte da células tumorais. O complexo Ag, ainda ndo havia sido
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testado em nenhum sistema biolégico, sendo os bioensaios com as formas promastigota de
amastigota de Leishmania spp.os primeiros.

A acdo do complexo Ag; frente as formas promastigotas de L. (V.) guyanensis nédo
apresentou resultados significativos, nos dois métodos de avaliacdo, a contagem manual e
pelo método do MTT. Os resultados demonstraram elevados nimeros de parasitas vidveis. O
complexo Ag; apresentou acdo moderadamente ativa nos periodo de 24h e 48h, quando
avaliado pelo método da contagem manual, e ndo apresentou atividade no periodo de 72h. Ja
utilizando o método do MTT, em todos os periodos estudados, o complexo ndo apresentou
atividade, porém, o nimero de parasitas viaveis foi diminuindo do periodo de 24h para o
periodo de 72h.

Quando utilizados contras as formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, os dois
complexos metalicos apresentaram resultados bastante promissores, nos dois métodos de
avaliacdo, concordando com resultados de Segura (2014), onde foram testados complexos
metalicos a base de prata, contra L. (L.) amazonensis, porém nao com 0s mesmos ligantes
utilizados neste trabalho, onde, a atividade leishmanicida de dois composto foram
comparaveis com a droga de referéncia, Amphotericina B, com valores de ECsy 0,06 puM/mL
e 0,08uM/mL, em relacdo a droga de referéncia, 0,57 uM/mL, utilizando o método de
contagem manual.

Outros estudos foram realizados, utilizando complexos metalicos contra as formas
amastigota e promastigota de Leishmania sp. Um dos complexos mais importantes utilizados
contra a Leishmania é o de cisplatina, apresentando acdo em formas promastigota e
amastigota, inibindo o crescimento de amastigotas de L. (L.) donovani, causando 100% a 99%
de inibi¢do do crescimento, na concentragao de 1uM. Estudos com complexos de Cu, Au e
Ag, apresentaram atividade antiproliferativa de L. (L.) mexicana. E complexos de Cu tem

apresentado atividade leishmanicida contra L.(V.) braziliensis (TAHGHIGHI, 2014).
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Os resultados dos ensaios citotdxicos mostraram toxicidade por parte do complexo Ag;,
quando testado na concentracdo de 160 puM/mL frente as formas amastigota de L. (V.)
guyanensis, provocando a morte dos macrofagos. Quando testados frente as formas
amastigota de L. (L.) amazonensis, ambos complexos ndo apresentaram toxicidade. Existem
relatos na literatura de que a prata apresenta baixa toxicidade nos humano, sendo o risco de
contaminacdo o minimo possivel (BRANDT et al., 2005). Devido ao crescente uso de
compostos a base de prata, e por ela apresentar essa toxicidade, existem estudos preocupados
com tal toxicidade, embora ela seja demonstrada apenas in vitro, que pode ser vista nos
macrofagos quando testados com o complexo metalico Ag: (GREULICH et al., 2012;
MIJINENDONCKX et al., 2013).

Vale ressaltar que existem poucos estudos na literatura usando compostos a base de prata
como agente leishmanicida, sendo, em sua maioria, utilizando nanoparticulas. Porém, os

estudos tendem a ser promissores.
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10.0. Conclusodes

Neste trabalho, foram estudadas a atividade de dois complexos metalicos, Ag; e Agy, a
base de prata. Pouco se sabe da acdo desses complexos, principalmente o complexo Agz, que,
até a realizacao deste estudo, ainda ndo havia sido testado em sistemas biologicos.

O complexo Ag: possui acdo confirmada no tratamento de células tumorais, porém
também ndo havia sido utilizado para ensaios com parasitas, em especial os do género da
Leishmania. Sendo assim:

- Foi possivel demonstrar acdes diferentes dos complexos metalicos a base de prata Ag,

Ag(PTA)4BF,4, e Ag., Ag(PPh)3(HBPz)s, contra as espécies Leishmania (L.) amazonensis e
Leishmania (V.) guyanensis, demonstrando a necessidade de tratamento diferenciado e
especifico para a leishmaniose cutanea;
- Os bioensaios com o complexo Ag; ndo apresentou atividade anti-leishmania satisfatoria
para a espécie L. (V.) guyanensis, seja com as formas extra — celulares (promastigotas) ou
intra-celulares (amastigotas), o complexo Ag, mostrou — se moderadamente ativo nos
periodos de 24h e 48, somente quando testado pelo método de contagem manual;

- Os testes contra L. (L.) amazonensis, quando testadas em formas extra- celulares
(promatigotas), demonstraram — se satisfatorios, visto que, para essa espécie, resultados
obtidos com o uso do complexo Ag, foram semelhantes com aos resultados obtidos com
Pentamidina®, droga de uso para o tratamento da leishmaniose;

- Os testes contra L. (L.) amazonensis na forma intra-celular, também apresentaram bons
resultados, com poucas amastigotas interiorizadas dentro dos macrofagos de linhagem J774 ;

- Os testes de citotoxicidade mostraram que, ambos complexos, ndo apresentaram
toxicidade quando testados em macrdfagos de linhagem J774 quando submetidos a infecgdo
pro L. (L.) amazonensis sendo possivel a realizacdo de testes in vivo, sem que haja

complicacgdes por conta da toxicidade com essa espécies. Quando testado a toxicidade contra
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L. (V.) guyanensis, somente o complexo Ag; causou morte dos macrofagos, demonstrando ser
toxico, necessitando de mais estudos para que sejam realizados testes in vivo com a espécie e
0 complexo metalico.

- Com base nos resultados mais eficazes para um dos complexos metalicos, a realizacéo
de novos ensaios in vivo, com animais de experimentagdo, poderia oferecer melhores
informagBes quanto a atividade do complexo Ag, fornecendo melhores perspectivas de uso

deste complexo e sua real acdo contra esta enfermidade.
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