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Resumo

A leishmaniose é uma doenca que merece aten¢do, devido a grande variedade de manifestacdes clinicas
associadas e a sua elevada incidéncia anual. A pesquisa de novos medicamentos a partir de fontes naturais
tem sido bem sucedida na deteccdo de compostos para o tratamento de algumas doencgas parasitarias.
Compostos puros obtidos de plantas possuem significante atividade antiprotozoarios. A 2’-hidroxiflavanona,
é um flavonoide da classe das flavanonas, atualmente conhecido por sua atividade em células tumorais. Neste
estudo, avaliou-se as propriedades ADMET in silico e a atividade leishmanicida in vitro e in vivo da 2'-
hidroxiflavanona, seu efeito em combinacdo com farmacos de referéncia e em células resistentes ao
antimdnio. Promastigotas foram tratadas com diferentes concentragdes de 2°-hidroxiflavanona (3-96 uM) por
3 e 24 h, demonstrando uma inibi¢cdo de forma dose-dependente, com um ICso de 21,59 e 20,96 uM,
respectivamente. Para investigar dano mitocondrial, promastigotas foram tratadas com 2’-hidroxiflavanona
durante 24 h, incubadas com JC-1, e observou-se uma diminuicdo acentuada no potencial de membrana
mitocondrial. Sabe-se que dano mitocondrial pode levar a um aumento de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Os niveis de ROS aumentaram 1,76 vezes em relacéo ao controle quando tratadas com 96 uM. A pré-
incubacdo de promastigotas de L. amazonensis com enzimas e moléculas antioxidantes ndo protegem as
células da inibi¢ao promovida pela 2’-hidroxiflavanona. Para avaliar atividade antiamastigota, macréfagos
infectados com L. amazonensis foram incubados com diferentes concentragcBes de 2'-hidroxiflavanona
durante 72 h, mostrando um decréscimo dose-dependente no indice de infec¢do com um ICsp de 3,38 uM. A
toxicidade para os macréfagos também foi testada, apresentando um indice de seletividade de 21,31. A 2°-
hidroxiflavanona demonstrou ndo violar as Regras de Lipinski demonstrando boas propriedades ADMET na
avaliacdo in silico. No estudo in vivo a 2’-hidroxiflavanona demonstrou ser capaz de diminuir o tamanho da
lesdo e a carga parasitaria em comparagdo ao controle e o farmaco de referéncia. A associa¢do da 2’-
hidroxiflavanona com farmacos de referéncia demonstrou ter um efeito aditivo. L. amazonensis resistentes
ao antimonio foram testadas com concentracfes de 2'-hidroxiflavanona (3- 96uM) exibindo um ICso de
24,84uM, perto do ICsp de células sensiveis ao antiménio. Juntos, os resultados in vitro, in silico e in vivo,
sua associagao e efeito em células resistentes, sugerem a 2’-hidroxiflavanona como uma boa possibilidade a
quimioterapia da leishmaniose.
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Abstract

Leishmaniasis is a disease that deserves attention due to the wide variety of associated clinical manifestations and
its high annual incidence. The search for new drugs from natural sources has been successful in detecting
compounds for the treatment of certain parasitic diseases. Pure compounds obtained from plants have significant
antiprotozoal activity. The 2'-hydroxyflavanone is a flavonoid class of the flavanones, currently known for their
activity in tumor cells. This study evaluated the ADMET property in silico the leishmanicidal activity in vitro and
in vivo of 2'-hydroxyflavanone, its effect in combination with reference drugs and parasites resistant to antimony.
Promastigotes were treated with different concentrations of 2'-hydroxyflavanone (3-96 uM) for 3 and 24 h,
demonstrating a dose-dependent manner inhibition with an 1Cso of 21.59 uM and 20.96 UM, respectively. To
investigate mitochondrial damage, promastigotes were treated with 2'-hydroxyflavanone for 24 hours, incubated
with JC-1, and there was a marked decrease in mitochondrial membrane potential. It is known that mitochondrial
damage can lead to an increase in reactive oxygen species (ROS). ROS levels increased 1.76 times compared to
the control when treated with 96 pM. L. amazonensis promastigote preincubation with enzyme and antioxidant
molecules did not protect cells promoted inhibition by 2'-hydroxyflavanone. To assess the activity antiamastigota,
macrophages infected with L. amazonensis were incubated with different concentrations of 2'-hidroxiflavanona
for 72 h, showing a dose-dependent decrease in the rate of infection with an ICso of 3.38 uM. The toxicity for
macrophages was also tested, with a selectivity index of 21.31. The 2'-hydroxyflavanone demonstrated not violate
Lipinsks Rules demonstrating good ADMET properties evaluation in silico. In the in vivo study 2'-
hydroxyiflavanone has been shown to decrease lesion size and the parasitic load in comparison to the control and
the reference drug. The association of 2'-hydoxyflavanone with reference drugs have demonstrated an additive
effect. L. amazonensis antimony resistant were tested at concentrations of 2'-hydroxyflavanone (3- 96 uM)
exhibiting an 1Cso of 24.84 uM near the ICso of sensitive antimony and potassium tartrate cells. Together, the
results in vitro, in silico and in vivo, and their association made in resistant cells, suggest the 2'-hydroxyflavanone
as a good chance to chemotherapy of leishmaniasis.
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1 Introducao

1.1 Leishmaniose
1.1.1 Agente etioldgico, transmissao e ciclo biologico

Considerada pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) uma doenca negligenciada, a
leishmaniose € causada por mais de 20 espécies conhecidas de parasitos do género Leishmania,
pertencentes a familia Trypanosomatidae, classe Kinetoplastida (Alvar e cols, 2012). Esta
ordem € caracterizada pela presenca de uma estrutura denominada cinetoplasto, que contem
parte do DNA mitocondrial do parasito compactado em mini e maxicirculos (Stuart e cols,
2008). O género Leishmania é dividido em dois subgéneros onde estao classificadas as espécies
causadoras das leishmanioses (Figura 1.1): o subgénero Leishmania, descrito por Ross em
1903, e o0 subgénero Viannia, descrito por Lainson e Shaw em 1987 (Lainson, 2010). Além da
leishmaniose, outros parasitos pertencentes a familia Trypanosomatidae como o Trypanosoma
cuzi e o Trypanosoma brucei, séo estudados por causarem doencas como a doenca de Chagas
e a tripanossomiase africana (conhecida popularmente como doenca do sono), respectivamente
(Nagle e cols, 2014).

O ciclo bioldgico de Leishmania spp. é heteroxénico, divido em dois hospedeiros, um
invertebrado e outro vertebrado (Jain e Jain, 2013). Dentre os hospedeiros vertebrados estdo os
humanos, roedores, cdes e marsupiais. Os hospedeiros invertebrados sdo os flebotomineos,
insetos hematdfagos, vetores da doenca. Os parasitos do género Leishmania se apresentam
entdo sob duas formas: a forma promastigota, encontrada no trato digestivo do hospedeiro
invertebrado, caracterizada por uma forma alongada, medindo cerca de 12 x 2um, cinetoplasto
anterior ao nucleo e um dnico flagelo livre localizado na bolsa flagelar, na posicao anterior da
célula. E a amastigota, forma intracelular, encontrada principalmente nas células fagociticas do
hospedeiro vertebrado, medindo cerca de 2-4 um, caracterizada por uma forma arredondada e
pelo flagelo interiorizado (Vannier-Santos e cols, 2002; Neves, 2005). (Figura 1.2).
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Figura 1.1 Taxonomia da familia Trypanosomatidae. Enfase no género Leishmania e seus subgéneros. OMS, 2010



Figura 1.2: Esquema das formas de Leishmania: (A) Amastigota; (B) Promastigota; (Rey, 2005)

O vetor responsavel pela transmissdo da doenca, o flebotomineo, pertence a subfamilia
Phlebotominae, familia Psychodidae, ordem Diptera. Popularmente sdo chamados de mosquito
palha ou birigui, variando de acordo com a regido. Esses insetos possuem de 2 a 3mm de
tamanho e a transmissao ocorre durante o repasto sanguineo da fémea infectada, pois sé a fémea
é hematdfaga. Sdo conhecidos dois géneros de flebotomineos que transmitem Leishmania para
humanos: Lutzomyia, no Novo Mundo e Phlebotomus, no Velho Mundo (Figura 1.3a e 1.3b,

respectivamente) (Shukla e cols, 2010).

Sy g {2 e B“ ,«.""

0; (b) Phlebotomus sp, Velho Mundo.

|
-

Figura 1.3: (a) Lutzomyia sp, Novo Mund

Disponivel em: http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/vetores.htm



A transmissao da doenca se inicia quando a fémea do inseto vetor, infectada, realiza seu
repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado, inoculando na pele formas promastigotas que,
por sua vez, serdo fagocitadas por macrdéfagos ou neutréfilos (Figura 1.4 A - C). Dentro dos
macrofagos infectados, as promastigotas sao encontradas nos vacuolos parasitoforos, onde se
diferenciam em amastigotas (D). Ja diferenciadas, as amastigotas se multiplicardo por divisao
binéria o que provocaré a lise da célula hospedeira, propagando assim a infecgdo para as células
adjacentes (E) (Sacks e cols, 2001; Vannier-Santos e cols, 2002). A continuagdo do ciclo se d&
quando outro flebotomineo, realizando seu repasto, suga o sangue do hospedeiro vertebrado
contendo células infectadas com amastigotas (F - G). Conforme a migracao dessa mistura para
o0 intestino do fleb6tomo, as células infectadas vao sofrendo lise, liberando as formas
amastigotas que se diferenciam em promastigotas, inicialmente prociclicas (forma néo
infectiva) (H). Estas se multiplicam de maneira logaritmica e se diferenciam em promastigotas
metaciclicas (forma infectiva) quando alcancam a fase estacionaria. As promastigotas
metaciclicas entdo migram para a probdscide do inseto, podendo causar outra infecgdo no
préximo repasto, reiniciando assim o ciclo biolégico do parasito (1).

A Flebotomineo injeta as formas
Promastigotas atravésda pele

durante o repaste sanguineo.
*Estigionfectivo rapidamente recrutados para
o localda picada.
I /
Promastigotas dividem- se )
no Intestino e migram ~ &

4 \/ \ Neutrofilos infectados C
. libertam os parasitas,
paraa probosddt ° /.,/ i ' ’ que sldeailc
! : o consumidas por
Hospedeiro

} o
< b Macréfagos.
. . Hospedeiro  §*

. Invertebrado . Vertebrado v,
Amastigotas se fransformam em / D

promastigotas., {

| Promastigotas se transformam
g em amastigotas dentro do macrofigo.
a *Estiaglode diagnéstico
o 28 D
° e & \ /

Promastigotas sdofagocitadas B
pelos neutréfilos que sdo

G

Ingestiode células

Parasitadas, Flebotomineo ingere Amastigotas se multiplicam em
F macréfagos infectados células (incluindo macrofngos)
durante o repasto de varios tecidos.
Sanguineo. *Estéiglode diagnostico

Figura 1.4: Ciclo biolégico de Leishmania spp. A-l; B-E: etapas que ocorrem no hospedeiro vertebrado; F-A: etapas
gue ocorrem no hospedeiro invertebrado (Adaptado de
http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis/pages/lifecycle.aspx)

A metaciclogénese é um processo onde a promastigota prociclica passa por

transformacdes morfologicas de tamanho e forma, além do comprimento do flagelo. Outras
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alteracdes sdo o aumento da expressao de LPGs (lipofosfoglicanos, moléculas presentes na
superficie de Leishmania), além do aumento da expressdo da gp63, metaloprotease também
encontrada na superficie do parasito. Essa transformacdo a torna mais apta para que possa
escapar do sistema imune do hospedeiro e obter sucesso na infeccdo (Muskus e Marin Vila,
2002).

Ainda nos primeiros estagios da infeccdo em hospedeiros vertebrados os neutrofilos
parecem desempenhar um papel de extrema importancia. Por serem células da resposta inata
do sistema imune, sdo as primeiras a chegarem ao sitio de infec¢do, sendo entdo, uma das
primeiras células parasitadas ainda na pele. Estes neutrofilos sofrem apoptose e sdo fagocitados
por macrofagos e células dendriticas, impedindo o disparo do sistema imune e facilitando a
infeccdo dessas células (Ribeiro-Gomes e cols, 2012; Feijo e cols, 2015). Ribeiro-Gomes e cols.
(2015) sugerem ainda que ndo so6 os neutréfilos sdo importantes para a manutencdo da infeccao,
mas também as células dendriticas (DCs). Estudos em infec¢cdo de L. major demonstram que a
fagocitose de neutrofilos apoptéticos por DCs € capaz de desativar via sinalizagdo a capacidade
das DCs de apresentarem antigenos, impedindo assim o reconhecimento da infec¢do nos seus

<

primeiros estagios. Esta desativagdo ajuda a “’esconder’’ o inicio da infec¢do, retardando o
acionamento do sistema imune e prejudicando a resposta adquirida. Esse processo de evasdo
vem sendo chamado de “’Coelho de Tréia’’.

Estudos em modelo murino sugerem que a infec¢do por leishmania pode desencadear
tanto uma resposta imune do tipo Thl, quanto do tipo Th2, sendo a primeira relacionada a
resisténcia/resolucdo a doenca e a segunda, com a susceptibilidade/progressdo (Loria-Cervera
e Andrade-Narvaez, 2014). As principais células efetoras sdo os proprios macrofagos infectados
que, uma vez ativados por células T CD4" Thi, através da producéao de INF-y e TNF-q, passam
a sintetizar subprodutos toxicos como o 0xido nitrico, que é capaz de eliminar as amastigotas.
Ja aresposta Th2 se d& pela produgdo de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que desativam os macréfagos
e ativam a producéo de anticorpos, que ndo sdo suficientemente efetores no controle da doenca

(Piscopo e Mallia, 2006).

1.1.2 Manifestacdes clinicas

As leishmanioses séo conhecidas por desencadearem uma variedade de manifestagdes
clinicas, que vao de pequenas lesbes cutaneas a problemas sistémicos fatais. Esta variedade ¢é
subdividida em dois grupos: a leishmaniose tegumentar, que acomete a pele e as mucosas; e a

leishmaniose visceral - forma mais grave da doenca, podendo levar ao ébito - que acomete as



visceras, principalmente o baco, figado e a medula 6ssea. A leishmaniose tegumentar pode ser
subdividida em: cutanea, mucosa e cutaneo-difusa (Neuber, 2008). Cada manifestacédo clinica
esta diretamente relacionada a alguns fatores importantes como a espécie do parasito inoculado

e também a resposta imune do hospedeiro (Nagle e cols, 2014) (Tabela 1.1).

1.1.2.1 Leishmaniose Cuténea (LC)

Forma mais comum da doenca, se inicia com o desenvolvimento de uma papula
avermelhada (de 5-10 mm inicialmente) no local da inoculacdo. Geralmente a lesdo encontra-
se exposta no corpo (rosto, bracos e pernas) e pode evoluir para placas eritematosas, nodulos,
chegando a ulceras com borda levantada e granulagcdes grosseiras (David e Craft, 2009). A
evolugdo das lesdes da LC esta diretamente relacionada com a espécie e o sistema imune do
hospedeiro. Seu periodo de incubacéo é de 2 semanas podendo chegar a 3 meses. Considerada
auto resolutiva, a LC pode levar de 3 meses a 2 anos para alcancar a cura espontanea (> 90%
dos casos). (Piscopo e Malila, 2006; Goto e Lindoso, 2010).

As principais espécies causadoras da LC sdo: L. major, L. tropica e L. aethiopica, do
velho mundo; L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis, do
novo mundo (Murray e cols, 2005; Goto e Lindoso, 2010). Pulimood e cols. (2012), demonstra,

ainda, L. donovani encontrada em bidpsias de lesdes crénicas de LC no Sri Lanka.

1.1.2.2 Leishmaniose Mucosa (LM)

Caracterizada por causar lesdes destrutivas em mucosas, a LM pode ser observada em
meses ou até anos apds o surgimento de uma lesdo de LC (Nagle e cols, 2014). Os sintomas
iniciais sdo inflamag&o nasal, febre, hepatomegalia e linfodenopatia. A lesdo provocada pela
LM comeca com pequenas ulceraces podendo chegar a uma perfuragdo lenta, porém completa
de todo o septo. A leséo pode ainda se estender para a face, palato, laringe e faringe, atingindo
toda a mucosa oronasofaringea. Embora a LM também néo seja letal, assim como a LC, ha uma
preocupacao maior em seus casos. Mesmo nao havendo ameaca direta a vida, as lesdes causadas
pela LM podem levar a problemas secundarios como infeccGes, problemas odontologicos e até
mesmo alimentares, deixando o paciente em S€rios riscos.

A espécie predominantemente causadora da LM ¢ a L. (V) braziliensis porém, outras
especies podem desencadea-la, como a L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis e L.
major (Goto e Lindoso, 2010).



Tabela 1.1: Principais espécies e distribuicao relacionados as manifestagdes clinicas da leishmaniose

Manifestacao

Ezpécies Clinica Epidemiclogia
Indiz, Banglandach Mepal, Africa.
L. donovan: Laishmiamiozs Visceral 300 mul novos cazos por ano, com
a India tendo oz mailores indias.
40 il mortes amualmente.
FegiZo do Mediterrinao, America
L. infanmm Leishmaniose Viseeral o0 o0
Feservatono amimal primana: cdo.
L. stamernsts Laishmaniosa Vizceral Tailindi
Leste da Afnica (Sudde), Bangladesh,
Leishmaniozs Dérnuca pos o Menal
L. donevani Calazar =R
Deorre em 30-60% de sudanezes
e 10-20% de panientes mmdiznos com
0,5 - 7 anoz de infeccdo.
Sul da Europa, Omiente Madio, Budeste
L asthiopice da A=ia & Affica,
L Ellicks
L. magor Leishmamosze Cutanea 0.7 2 1.2 mulhdas de casos por ano com
L. tropica U significative mimears de mdividuos
L ruranice infactados residindo no Afezanistio, Argdliz,
Ir3, 3iria = Eidpia
L amagonensis Aménica do Sul & Central.
T gristedesi
L. brasiliensts Sigmificatrvo nomere de ndividoos infectados
L eolombicmsis Fesidindo no Brazil , Colombia, Costa Ficas
L. garmhara I eishmanios . Peru.
I . 5 se Cotanea
FUPaHEMsis
L loinsens Pacientes infactados incloem mulitares,
L. mexicana Pessoas que fizaram viagens mtemacionzls e
L. naofiffi migrantes de areas endémicas.
L. panamensis
L. perusiang
L pifanot
L shaw:
L. venezuelensis
L asthiopice
i bragliensts ¢ e Mo Eticpia @ América do =ul & Cantral
FUPaHEMsis
L. panamensis

Tabela traduzida e adaptada de Nagle e cols, 2014 correlacionando espécie, manifestagdes clinicas e

epidemiologia da Leishmaniose;



1.1.2.3 Leishmaniose Cutaneo-Difusa (LCD)

Considerada uma manifestacdo rara da LC, é caracterizada por noédulos disseminados
ndo ulcerativos, lesdes ricas em parasitos e uma resposta celular parasito-especifica ineficaz do
sistema imune. As lesdes da LCD se encontram localizadas frequentemente nas méos, rosto e
pés, podendo ser encontrada tambem nas nadegas (Bari, 2012).

As espécies relacionadas com a LCD séo L. mexicana e L. amazonensis no novo mundo
e L. aethiopica no velho mundo. No Brasil, a espécie associada a LCD é a L. amazonensis.
Evidéncias apontam que L. amazonensis é capaz de interferir no sistema imune, impedindo
algumas resposta celulares a infec¢do, levando a uma anergia celular, propiciando entdo a
evolugdo da LCD (Goto e Lindoso, 2010; Ministério da Saude, 2007). Embora haja certa
anergia na resposta mediada por células, o sistema imune é capaz de ativar a resposta secretoria,
produzindo altos niveis de anticorpos e citocinas do tipo Th2, como a IL-10. Com essa
desorganizacao imune a resposta ao tratamento é precéria, quase nula, levando as lesdes a serem
recidivas (Bari, 2012; Ministério da Saide, 2007).

Figura 1.5: Manifestacdes clinicas da Leishmaniose tegumentar: A- Cutanea localizada; B- Mucosa; C-
Cutaneo-difusa (Ministério da Satde, 2006; OMS, 2009)



1.1.2.4 Leishmaniose Visceral ou Calazar (LV)

Manifestagdo de evolugdo cronica, a LV é responsavel pelo acometimento sistémico,
levando o paciente ao Gbito em 90% dos casos. E conhecida como calazar, esplenomegalia
tropical ou febre de dumdum (Ministério da saude, 2014). As manifestacdes clinicas geralmente
aparecem de 2 a 6 meses apds a infeccdo e o paciente pode apresentar febre,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, anemia e perda de peso (Nagle e cols, 2014).

As espécies envolvidas na LV pertencem ao complexo donovani, sendo L. donovani e

L. infantum no velho mundo, e L.infantum (Syn. L. chagasi) no novo mundo (Lukes, 2007).

1.1.2.5 Leishmaiose Dérmica Pds-Calazar (LDPC)

Manifestagdo do ponto de vista mundial rara, tida como uma sequela ou recidiva de uma
LV causada por L. donovani, que teve sucesso em sua cura. Estima-se que na india ela ocorra
em 20% dos pacientes curados de LV, ocorrendo cerca de 1 a 2 anos apds o tratamento, podendo
persistir a 20 anos (Bari, 2012). A LDPC se apresenta como maculas/papulas eritematosas que
geralmente surgem pelo rosto, podendo chegar ao corpo todo. Por serem lesdes tegumentares,
parasitos sdo encontrados nas lesées, transformando o paciente em um reservatério passivel de
transmissdo da doenca. Excepcionalmente pode ocorrer em pacientes que ndo apresentam LV

em seu historico (Griesven e Diro, 2012).

Figura 1.6: Manifestaces clinicas da Leishmaniose Visceral: A- Leishmaniose visceral ou calazar; B-
leishmaniose dérmica Pds-Calazar (Ministério da Saude, 2006; OMS, 2009);



1.1.3 Epidemiologia

As doencas tropicais negligenciadas, DTNs, sdo um grupo diverso de doencas
transmissiveis em condi¢des tropicais e subtropicais, afetando 149 paises e mais de um bilhdo
de pessoas (OMS, 2016). Os mais afetados pertencem a populagdes que vivem na pobreza, com
infimas condigBes sanitarias e em contato com vetores ou reservatorios. Dentre as DTNs
podemos destacar a leishmaniose, doenca de Chagas, dengue, doenca do sono ou
tripanossomiase africana, malaria, esquistossomose, filariose entre outras.

Considerada uma das doencas mais negligenciadas, a leishmaniose esta presente em 98
paises, existindo o risco de endemia nos 5 continentes, com mais de 12 milhGes de pessoas
infectadas e 300 milhdes de pessoas em risco. (DNDi, 2013; OMS, 2016). Estima-se um namero
de 60.000 casos totais para leishmaniose visceral e 300.000 casos para leishmaniose cutanea e
mais de 90% dos casos de LV ocorrem em seis paises: india, Bangladesh, Sud&o, Sud&o do Sul,
Brasil e Etiopia (Alvar e cols, 2012). Comparada com a LV, a LC é mais amplamente distribuida
pelo mundo, tendo 70 a 75% de sua distribuicdo concentrada em 10 paises sendo eles,
Afeganistdo, Argeélia, Colémbia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru
(Alvar e cols, 2012). Na Figura 1.7 podemos ver a endemicidade da leishmaniose no mundo.

Na Ameérica Latina, 90 % dos casos reportados entre 1979 e 2009 ocorreram no Brasil.
A incidéncia anual das leishmanioses no pais € de 1,58 (visceral) e 11,86 (cutanea) a cada
100.000, sendo que, somente 45.402 de 700.000 casos, foram hospitalizados (Mistro e cols,
2016). Na Tabela 1.2 e 1.3 podemos observar os dados do perido entre 2008 e 2012 de novos
casos notificados de leishmaniose tegumentar e visceral, respectivamente, fornecidos pelo
Mnistério da Saude (Ministério da Salde, 2012).

Comparando as tabelas, observamos que a incidéncia principal da leishmaniose esta
concentrada nas regides Norte e Nordeste, sendo a primeira de maior incidéncia de LT e a
segunda, de LV. Observando ainda os dados do Ministério da Saude por Estado, podemos
observar que em cada regido, a incidéncia maior de LV e LT ndo se sobrepde em sua maioria.
Na Regido Norte, por exemplo, a maior incidéncia de LT é no Acre, enquanto LV é em
Tocantins. Na Regido Nordeste, LT tem sua alta no Maranh&o enquanto a LV, no Piaui. J& na
Regido Sudeste, a LT é mais incidente no Espirito Santo enquanto a LV é mais incidente em
Minas Gerais. Na regido Centro-Oeste, a LT estd concentrada no Mato Grosso, enquanto a LV
estd no Mato Grosso do Sul. A Unica regido que vemos uma sobreposi¢do de maior incidéncia
tanto da LT quanto da LV é na regido Sul, onde a maior incidéncia das leishmanioses é

encontrada no Parana (Ministério da Saude, 2012).
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Countries reported
imported CL cases

Lebanon - 1033
N Jordan - 103
- Nepal - 28
«f Iraq - 13
Belgium - 12
Kuwait - 11

Russian Federation - §
Armenia - 2

Finland - 2

Lithuania - 1
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Countries reported
Imported VL cases
Saudi Arabia - 8
Russian Federation - 2
- Beigium - 1
Finland - 1

Republic of Moldova - 1
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. 1000
B 500-999
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Figura 1.7 Distribuicdo da leishmaniose visceral ao redor do mundo. A-leishmaniose tegumentar; B-
Leishmaniose visceral (Adaptado de OMS, 2013)

Tabela 1.2 Taxa de novos casos da leishmaniose tegumentar no Brasil por regido de 2008 a 2012.

Casos novos por Ano segundo Regido
Periodo: 2008-2012

TOTAL 108.381
Regido Norte 42.666
Regido Nordeste 38.222

Regido Centro-Oeste 16.070
Regido Sudeste 9.316
Regido Sul 4 : 2.107

Fonte: Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS):
Até 1997: Boletins de notificagdo semanal
A partir de 1998: Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo — Sinan.

Tabela retirada de Ministério da Salde, 2012 (http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2012/matriz.htm#morb.)
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Tabela 1.3 Taxa de novos casos da leishmaniose visceral no Brasil por regido de 2008 a 2012.

Casos novos por Ano segundo Regido
Periodo: 2008-2012

Regido

TOTAL
Regido Norte

Regido Nordeste
Regido Sudeste
Regido Sul
Regido Centro-Oeste
Fonte: Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS):
Até 1997: Boletins de notificagdo semanal
A partir de 1998: Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo — Sinan.

Tabela retirada de Ministério da Saude, 2012 (http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2012/matriz.htm#morb.)

1.1.4 Tratamento

O controle da leishmaniose se baseia principalmente em medidas profilaticas de
combate ao vetor e no tratamento do individuo acometido com diversos farmacos disponiveis
no mercado mundial. Este tratamento varia de acordo com a espécie de Leishmania, com a
manifestacdo clinica e com as praticas regionais (Frézard et al, 2009).

O principal tratamento disponivel contra a leishmaniose esta no mercado ha mais de 70
anos. Entretanto, ha diversos problemas relacionados a este tratamento, como baixa eficécia,
alta toxicidade, dificuldade de administracéo, alto custo, co-morbidade e a crescente resisténcia
dos parasitos (Croft & Coombs, 2003; Goto e Lindoso, 2010). Devido a esta problemaética, o
desenvolvimento de novos farmacos e a busca por potenciais alvos no parasita torna-se

essencial.

1.1.4.1 Antimoniais pentavalentes

O primeiro uso dos antimoniais contra a leishamaniose datam do inicio do século XX,
em sua forma trivalente, pelo médico e pesquisador do Instituto de Patologia Experimental de
Manguinhos, atual Instituto Oswaldo Cruz (Vianna, 1912). Desde entdo, as modificagdes em
sua estrutura para reducdo de efeitos colaterais resultaram em duas formulacGes, na forma
pentavalente, utilizadas atualmente como farmacos de primeira escolha: estibogliconato de
sodio (Pentostam®, ndo comercializado no Brasil) e antimoniato de meglumina
(Glucantime®), sem diferencas significativas de atividade entre essas formulagdes. Seu
mecanismo de acdo ainda ndo é bem compreendido. Entretanto, sabe-se que sua forma ativa é
o antimonial trivalente (Sb 3*), resultante da reducio da sua forma pentavalente. Especula-se
que esta reducdo aconteca dentro dos macrdfagos, através da participacdo ativa de compostos
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tiol da célula hospedeira (Haldar e cols, 2011; Mohapatra, 2014). Nas formas amastigotas, inibe
a atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos. (Frézard e cols., 2009).

Apesar de serem utilizados como primeira linha de tratamento, ha crescentes relatos de
casos de resisténcia do parasito aos antimoniais, principalmente no Suddo, Quénia e India
(Manual do Ministério da Saude, 2014). Inicialmente, a dosagem de antimonial indicada era de
10mg/kg durante 6 a 10 dias, com uma taxa de cura maior que 90%. Entretanto, apos a primeira
falha do tratamento ocorrer na India em 1980, altas doses e esquemas de tratamento
prolongados (20mg/kg por 30 dias) foram gradualmente introduzidos. A inadequagdo do
tratamento em termos de dose e duracdo levou a India a uma resisténcia generalizada,
resultando no abandono deste fa&rmaco no pais. Alguns mecanismos de resisténcia foram
descritos, como a inibicdo da conversdo de Sh> para Sh®" através de enzimas intracelulares
como a ACR2 (arsenato redutase) ou a TDR1 (redutase dependente de tiol); a diminuicdo da
expressao da enzima AQP1 (aquaporina 1), que leva a consequente diminuicao da captacdo do
farmaco para dentro da célula e o aumento dos niveis de tiol do parasito (cisteina e poliaminas,
por exemplo), que ao se conjugar com o antimonio, forma o complexo tiol-antiménio. Este
complexo pode ser excluido da célula ou captado por uma organela intracelular (Kaur e Rajput,
2014).

Os antimoniais sdo medicamentos injetaveis, que devem ser administrados via
endovenosa ou intramuscular, diariamente, por longos periodos. Devido a essa premissa, é
necessaria a hospitalizacdo do paciente, acarretando desconforto e elevando o custo do
tratamento. Além disso, os varios efeitos colaterais, como nausea, dor abdominal, mialgia,
nefrotoxicidade, pancreatite, arritmia cardiaca e hepatite, levam a reducdo ou abandono do
tratamento (Gasser e cols, 1994; Sundar e cols, 1998).

1.1.4.2 Anfotericina B

A anfotericina B é um antifingico poliénico tambem utilizado no tratamento da
leishmaniose. E a segunda opgdo de tratamento para pacientes que nio responderam ao
tratamento por antimdnio e utilizada como tratamento de primeira escolha em paises em que
seu uso ja é regulamentado por lei, como na india. No Brasil, a anfotericina constitui a primeira
linha de tratamento para gestantes e pacientes co-infectados com HIV (Ministério da Saude
2011c, Goto & Lindoso, 2010). No mercado, além da formulacéo cléssica, estdo disponiveis
as seguintes formulacGes nanoestruturadas: anfotericina B lipossomal (L-AmB: Ambisome®),
dispersdo coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de anfotericina B

(ABL: Abelcet®) (Mishra e cols, 2009; Singh e cols, 2009), que proporcionam niveis
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plasmaticos mais elevados do farmaco e menor toxicidade aos pacientes (BRASIL,2014). Seu
mecanismo de acdo seletivo baseia-se na sua afinidade pelo ergosterol, esterol encontrado na
membrana de Leishmania e ausente em membranas de células de mamiferos, levando a
formacéo de poros na membrana dos parasitos, ocasionando a morte.

Uma das maiores problematicas relacionada a administracdo da Anfotericina B séo 0s
efeitos colaterais, pois também possui afinidade com o colesterol presente nas membranas
celulares de mamiferos, acarretando em efeitos toxicos para o paciente (Alves Ribeiro, 2011).
Outros efeitos colaterais que culminam em grande evasao do tratamento, é a nefrotoxicidade,
hipocalemia e miocardite (OMS, 2010).

N&o sdo comuns relatos de resisténcia do parasito a anfotericina B. Entretanto, ha relatos
de que individuos co-infectados com HIV tém alto indice de recidiva ap6s o tratamento, o que
pode acarretar em uma eventual resisténcia. Os transportadores ou fatores de membrana
envolvidos nesse mecanismo ainda precisam ser investigados. Entretanto, um mecanismo
proposto € a ativacdo da cascata de triparredoxina para prevenir o dano oxidativo causado pelo
farmaco (Kaur e Rajput, 2014).

Assim como os antimoniais, a administracdo da anfotericina B, feita por infusdo venosa
profunda, requer hospitalizacdo prolongada e um acompanhamento rigoroso (Mishra e cols,
2007).

1.1.4.3 Pentamidina

A pentamidina é uma poliamina sintética derivada da amidina econstitui como uma
opcdo de tratamento aos pacientes resistentes aos antimoniais acometidos por LV.
Comercialmente, é encontrada sob duas formulagdes: Isotionato (di-[I-hidroxietilsulfonato) de
pentamidina e mesilato (di-[1-hidroximetilsulfonato) de pentamidina. No Brasil, somente o
isotionato é comercializado (Ministério da Saude, 2014).

Apesar de seu mecanismo de agdo contra Leishmania ainda néo ser bem descrito, sabe-
se que esta inibe uma enzima importante na sintese de poliaminas no parasito, a S-adenosil-L-
metionina descarboxilase, e diminui o potencial da membrana mitocondrial do parasita. (Kaur
e Rajput, 2014). Alguns estudos também prop6em a inibi¢ao da topoisomerase Il, culminando
na morte por apoptose (Singh e Dey 2007).

Alguns casos de parasitos resistentes a este farmaco foram relatados (Bray et al., 2003),
e alguns mecanismos de resisténcia foram propostos, como bombas de efluxo de drogas, como
a PRP1, que estdo presentes e foram bem caracterizadas em cepas resistentes de Leishmania

infantum. Outro mecanismo € a reducdo do potencial da membrana mitocondrial de cepas
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resistentes de Leishmania sp., através da alteracdo das vias biossintéticas de poliaminas, que

diminuem a absorc¢do da pentamidina pelo parasito (Kaur e Rajput, 2014).

Como todo farmaco para o tratamento da leishmaniose até o0 momento, a pentamidina
apresenta efeitos colaterais que prejudicam e aumentam a evaséo do tratamento pelos pacientes.
Alguns destes efeitos sdo a dor, enduragdo, nduseas, vomitos, tontura, dentre outros e sua

administracdo € via intramuscular profunda (Ministério da Saude, 2010).

1.1.4.4 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), inicialmente desenvolvida para o tratamento do
cancer (Unger e cols., 1989), € o primeiro farmaco efetiva por via oral no tratamento contra a
leishmaniose. Licenciada em alguns paises como a India, Suddo e EUA, se tornou a primeira
opcao nessas localidades para o tratamento contra a LV (Dorlo e cols, 2012). Porém, em alguns
paises, principalmente no Brasil, a miltefosina ainda esta em fase de testes, ndo sendo permitido
0 Seu uso.

Como mecanismo de acdo, embora ndo totalmente elucidado, propde-se que ocorra a
ligagdo da droga a membrana plasmatica do parasito, com sua subsequente internalizacdo
através de duas proteinas de membrana, levando a alteracdo do metabolismo lipidico do parasita
e resultando em apoptose do mesmo (Mohapatra, 2014). E o primeiro farmaco de administrac&o
por via oral aprovado como tratamento contra a leishmaniose visceral, com alta prescri¢édo na
india, Alemanha e Colémbia (Moreira e cols, 2014). Apesar dos bons resultados obtidos no
tratamento contra LV, ja foram relatados casos de resisténcia do parasito (Pandey e cols, 2012).
O mecanismo de resisténcia proposto € a inativacdo dos genes responsaveis pela internalizacédo
do farmaco (Mohapatra e cols, 2014).

Um dos potenciais efeitos adversos mais graves € a teratogenicidade. Portanto, este
tratamento ndo abrange mulheres gravidas (Croft e Yardley, 2002). Alem disso, a miltefosina
desencadeia efeitos colaterais adversos durante o tratamento, como nauseas, vomitos, enjoos,

dores de cabeca e diarréia.

1.1.4.5 Paramomicina

A paramomicina é um aminoglicosideo antibiético com atividade leishmanicida in vitro
e in vivo. Ela tem sido utilizada por aplicacdo topica e parenteral no tratamento da LC no Novo

e Velho Mundo (Goto & Lindoso, 2010). Seu mecanismo de agdo consiste em inibir a sintese
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proteica e alterar a fluidez e a permeabilidade de membrana. Estudos in vitro apontam que ela
induz a perda do potencial de membrana mitocondrial em L. donovani, sugerindo que a

mitocdndria seja a organela alvo deste farmaco (Maltezou, 2010).

Outros farmacos, como azois (fluconazol, cetoconazol e itraconazol), inicialmente
desenvolvidos para o tratamento de infecg¢fes fungicas, tém sido usados como medicamentos
alternativos para o tratamento das leishmanioses tegumentares (Goto e Lindoso, 2010).

Até hoje ndo existe nenhuma vacina eficaz contra qualquer tipo de leishmaniose.
Somente uma vacina € registrada contra leishmaniose canina, e ainda passa por estudos. A
dificuldade da producdo de uma vacina eficaz esta tanto no tipo de manifestacdo clinica e na
espécie causadora, quanto na resposta imune de cada hospedeiro. Além disso, as vacinas seriam
eficazes na prevencdo, mas ndo no combate a resisténcia.

As primeiras pesquisas de vacina eram feitas com parasitos mortos porem nunca foram
eficazes. Ao longo dos anos as pesquisas foram buscando novos alvos como proteinas
recombinantes, antigenos de promastigotas, vacinas de DNA, formulages lipossomais e
histonas entre outras estratégias, mas nenhuma mostrou uma eficacia requerida para se tornar

uma vacina (Nagill e Kaur, 2011).

1.1.5 Novas alternativas quimioterapicas

Devido a falta de uma vacina ou um tratamento que combine eficiéncia e baixo custo, o
foco das pesquisas em leishmaniose vem sendo redirecionado nos ultimos anos. Um dos
maiores agravantes é o fato da maioria das areas endémicas serem regifes pobres ou em
desenvolvimento. Essas regifes sdo marcadas por falta de saneamento, politicas de saude
ineficazes ou inexistentes e falta de educacéo, o que dificulta em muito a realizacao de medidas
profilaticas. Além disso, o custo da quimioterapia e a necessidade de hospitais ou lugares
especializados para sua administracdo, inacessiveis nessas areas, dificultam ainda mais a cura
e a erradicacédo da doenca (Ndjonka e cols, 2013).

Assim, a busca por novos farmacos e novos alvos se acentua cada vez mais, tendo em
evidencia, nos ultimos anos, a busca por produtos naturais e também o estudo de associacdo
entre farmacos ja utilizados.

Destaca-se também no ambito atual da quimioterapia, a busca por novas formulagdes
de farmacos conhecidos, como o aperfeicoamento obtido com a aanfotericina B lipossomal
(Singodia e cols, 2012), a quercetina encapsulada em nanoparticulas de ouro (Das e cols, 2013),
a paramomicina em microsferas de aloumina (Khan e cols, 2013), dentre outros.
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1.1.5.1 Produtos naturais e flavonéides

Produtos naturais sdo uma fonte inesgotavel de agentes quimioterapicos, principalmente
aqueles usados para doencas infecciosas. No periodo entre 1981 e 2002 mais de 162
substadncias antiinfectivas foram aprovadas para uso e 99 delas séo de origem natural. Entre
esses produtos podemos destacar chalconas, flavonodides, lignanas, alcaldides, entre outros
(Salem e Werbovetz, 2006).

Segundo Schmidt, 2012a e 2012b, mais de 900 metabdlitos secundarios extraidos de
plantas possuem atividade antiprotozoéria descrita. Dentre esses metabolitos estdo neolignanas,
cumarinas, lapachol, xantonas, flavonoides, lignanas, quinolinas e quinonas, dentre outros,
tendo alguns, atividade leishmanicida ja descrita (Lazarin-Biddia e cols, 2013; Ribeiro e
cols,2013; Paloque e cols, 2012).

Os flavonoides sdao um complexo de metabdlitos secundarios presentes na composi¢do
de frutas, vegetais, vinho, cha e café e sdo classificados como: flavona, flavononas, flavonoides,
flavondis, antocianinas, isoflavonoides e chalconas (Hoensech e Oertel, 2012; Czaplinska e
cols, 2012; Lehane e Saliba, 2008). Sdo compostos polifendlicos, caracterizados por um ndcleo
flavana e dois anéis aromaticos ligados por 3 atomos de carbono em sua composi¢do (Hoensech
e Oertel, 2012). Na Figura 1.8 observamos a estrutura basica de um flavonoide e seus
subgrupos.

Este grupo desempenha varias funcdes tais quais, acdo antioxidante, antibacteriana,
antifungica, antivirais e antineoplasicas (Machado e cols, 2008). Sabe-se que alguns
flavonoides, paradoxalmente possuem a capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio,
causando danos mitocondriais. (Fonseca-Silva e cols, 2011; Inacio e cols, 2014; Verchooten e
cols, 2012).
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Figura 1.8 Estrutura basica de um flavonoide e seus subgrupos. A- Esqueleto flavonoide destacando os anéis
aromaticos A e B e o nucleo flavan no meio; B a E - Exemplos de compostos dos subgrupos: B- Flavanonol
(Taxifolina); C- Flavanol (Quercetina); D- Flavanona (Narigenina); E- Flavona (Apigenina);

1.1.5.1.1 2’-hidroxiflavanona

As flavanonas sdo encontradas em grande concentracdo em sementes e cascas de frutas,
principalmente as citricas, e sdo conhecidas por apresentarem atividade contra diversos tipos
de céancer. Alguns exemplos sdo a narigenina, conhecida por induzir apoptose em células
cancerigenas e a hesperidina (Shin et al, 2012). A quercetina é uma flavanona conhecida por
inibir a viabilidade celular de glioma humano, induzindo o aumento de espécies reativas de
oxigénio, além de sua atividade contra Leishmania amazonensis, também por aumento de ROS
(Fonseca-Silva e cols, 2011).

A 2’-hidroxiflavanona é uma flavanona, classe dos flavonoides, encontrada em frutas
citricas, principalmente em laranjas e dentre as hidroxiflavanonas existentes, tem recebido
atencdo especial (Figura 1.8)

Tem sido descrito o efeito da 2’-hidroxiflavanona em diversas células cancerigenas. Em

carcinoma renal, ela foi capaz de inibir a proliferacdo, a vascularizacdo do tumor e a
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diferenciacdo de mutantes marcadores do tumor (Nagaprashantha et al, 2011). Em células de
cancer de célon, a 2’-hidroxiflavanona foi capaz de induzir apoptose através da ERG-1 e de
diversas caspases (Shin et al, 2012). A 2’-hidroxiflavanona também foi capaz de inibir a
metastase de células de cancer de pulméo, reduzindo a capacidade de invasao da célula tumoral,

além de reduzir sua migracgéo e adesdo (Hsiao et al, 2007).

HO

o

Figura 1.9 Estrutura quimica da 2’-hidroxiflavanona

1.1.5.2 Terapia Combinada

Além da busca por produtos naturais leishmanicidas, uma alternativa que vem sendo
estudada para o tratamento da leishmaniose é a combinagdo dos farmacos conhecidos, como
anfotericina B lipossomal/miltefosina, e paramomicina/miltefosina (Meheus e cols, 2011;
Miranda-Verastegui, 2009) ou destes com possiveis novas moléculas e substancias que possam
potencializar seu efeito (Banerjee e cols, 2011). Uma combinagdo eficaz que vem sendo
utilizada como primeira escolha desde 2010 para leishmaniose visceral na Africa é a associacao
da paramomicina com o estibugluconato de sédio (Portifélio DNDi, 2016). Incentivado pelo
DNDi, o ensaio clinico foi feito e chegou-se a um protocolo de tratamento com doses de
20mg/kg/dia do estibugluconato de sodio e 15 mg/kg/dia de paramomicina, os dois por via
intramuscular. O tempo de tratamento diminuiu para 17 dias, além da diminuicdo do custo da
terapia. Ja registrada na Unganda e no Quénia, a combinacdo esta em fase de implementagéo
também para o Sudao e a Etidpia.

A combinacdo de farmacos pode resultar como efeito sinérgico, efeito aditivo ou efeito
antagbnico. No efeito aditivo, o efeito final € a soma dos efeitos dos farmacos envolvidos. No

efeito sinérgico, o efeito final é maior que a soma dos efeitos dos farmacos, podendo haver uma
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potencializacéo do efeito de um com ajuda do outro. Ja no efeito antagbnico, o efeito de um dos

farmacos é diminuido sendo inativado ou mesmo eliminado.

O efeito sinérgico pode se dar de varias formas: pela mesma via bioquimica, onde
farmacos com mecanismos de acdo similares podem ser mais efetivas; 0 aumento da penetraco
do farmaco na membrana celular causada pela atividade da outra molécula; a inibicéo
simultanea de alvos diferentes; potencializacdo do efeito de um dos farmacos sem o seu
respectivo efeito colateral (Johnson e cols, 2004). Ao mesmo tempo pode existir um efeito
antagbnico como a competicdo por um mesmo sitio de acdo do farmaco com mecanismos
similares, a adsor¢do de um farmaco inibir a entrada da outra na membrana, o efeito de um
farmaco deixar a célula menos suscetivel a outro farmaco, sendo o ultimo néo efetivo.

Dessa forma, sabendo-se da grande importancia das leishmanioses no Brasil e no mundo
sob o ponto de vista clinico e de salde publica, para a qual ainda ndo ha vacina licenciada e o
tratamento atual é insatisfatdrio, com altas taxas de toxidez e ineficacia, o objetivo desse projeto
é estudar os efeitos da 2’-hidroxiflavanona sob L. amazonensis, bem como seu mecanismo de

acao e associacdo com farmacos de referéncia.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da 2’-hidroxiflavanona em ambas as formas de L. amazonensis bem
como seu mecanismo de acdo, sua associacdo com farmacos de referéncia e seu efeito sob

promastigotas resistentes ao tartarato de antimonio e potassio.

2.2 Objetivos especificos

Envestigar o efeito da 2’-hidroxiflavanona na proliferacdo celular das promastigotas de

L. amazonensis;

Verificar o potencial de membrana mitocondrial de promastigotas tratadas com 2’-

hidroxiflavanona;
Observar a formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas promastigotas;

Avaliar o efeito de antioxidantes e enzimas no tratamento destes parasitos com 2’-

hidroxiflavanona;

Investigar o efeito da 2’-hidroxiflavanona na forma amastigota de L. amazonensis e

investigar sua citotoxicidade em macrdfagos peritoneais murinos;
Analisar as propriedades ADMET in silico da 2’-hidroxiflavanona;

Avaliar o efeito in vivo da 2’-hidroxiflavanona em camundongos BALB/c infectados

com L. amazonensis, bem como parametros bioquimicos e hematologicos;

Avaliar o efeito da associac¢do da 2’-hidroxiflavanona com anfotericina B, antimonio e

miltefosina na forma promastigota de L. amazonensis;

Elucidar o efeito da 2’-hidroxiflavanona em promastigotas e amastigotas de L.

amazonensis resistentes ao tartarato de antimonio e potassio;
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3 Metodologia

3.1 Reagentes

A 2’-hidroxiflavanona foi obtida comercialmente da Sigma Aldrich (St Louis, EUA),
solubilizada em dimetilsulféxido (DMSO) e diluida em meio de cultura, alcangando um volume
final de 0,2% (v/v). O H2DCFDA (diacetato de diclorodiidrofluoresceina) foi obtido da
Invitrogen Molecular Probes (Eugene, EUA). O FCCP (carbonil cianeto 4-trifluorometoxi fenil
hidrazona), 0 JC-1 (iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro1,1°,3,3’-tetraetilbenzimidazolocarbocianina),
a NAC (N-acetil-cisteina), a GSH (glutationa reduzida), a GSSG (glutationa oxidada), o
tartarato de antimonio e potassio (Sb®*), a miltefosina, a anfotericina B e a resazurina também
foram obtidos a Sigma Aldrich. Todos os outros reagentes foram adquiridos da Merck (Sé&o
Paulo, Brasil). A agua destilada deionizada foi obtida pelo sistema Milli-Q (Millipore Corp) e
utilizada na preparacdo das solugdes. O antimoniato de meglumina (Glucantime, Sanofi-
Aventis, Sdo Paulo, Brasil), utilizado como farmaco de referéncia no experimento in vivo, foi
gentilmente cedido pela Farmécia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI/FIOCRUZ).

3.2 Manutencéo de Parasitos

As promastigotas de Leishmania amazonensis, cepa MHOM/BR/77/LTB0016, foram
cultivadas em meio Schneider pH7.2, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 100
pg/mL de estreptomicina, e 100 U/mL de penicilina (Sigma Aldrich). Foram feitos repiques a
cada 3 ou 4 dias para manutencao dos parasitos e estes foram armazenados em estufa de 26° C
BOD (Biochemical Oxygen Demand)

3.3 Animais

Os animais utilizados para os experimentos in vitro (Suico Webster) e in vivo (BALB/c)
foram fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da FIOCRUZ
(CECAL/FIOCRUZ-RJ). Todos os protocolos usados neste trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica da Fundagio Oswaldo Cruz (LW-07/10).
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34 Ensaios in vitro

3.4.1 Atividade antipromastigota da 2’-hidroxiflavanona

Promastigotas de L. amazonensis (5x10° parasitos/mL) foram incubados com
concentragdes crescentes de 2’-hidroxiflavanona (0 a 96uM) por 24 horas em tubos falcon, em
um volume final de 1 mL. Posteriormente, 5x10° parasitos/mL foram incubados com diferentes
concentragdes (0 a 96uM) de 2’-hidroxiflavanona por 3 horas. O nimero de células viaveis em
ambos foi determinado por contagem direta em camara de Neubauer e os valores de ICso das
curvas foram determinados por regressao néo linear realizada no GraphPad Prism 5.0.

3.4.2 Determinacao do potencial de membrana mitocondrial (AWm)

Ap0s as etapas descritas no item 3.4.1 (por 24 horas), promastigotas foram lavadas com
solucdo salina balanceada de Hank (Hank’s Balanced Salt Solution) e ajustadas para a
concentracgdo de 2x10%/mL. Apds o ajuste, promastigotas foram incubadas por 10 minutos a
26°C  com 10 pg/mL de JC-1 (iodeto de 5,5°, 6,6’-tetraclorol,1’,3,3’-
tetraetilbenzimidazolocarbocianina), um indicador fluorescente permeavel que se acumula sob
a forma agregada na mitocondria funcional, fluorescendo em vermelho (590 nm). Quando ha
despolarizacdo da membrana mitocondrial, o JC-1 permanece no citoplasma sob a forma
monomeérica, fluorescendo em verde (530 nm). A analise foi realizada em espectrofluorimetro
(Spectra Max M2 - Molecular Devices, Silicon Valley, USA), em placas pretas de 96 pogos ,
usando os comprimentos de onda de 480nm para excitacdo e 530/590nm para emissdo. O
controle positivo utilizado foi o FCCP (carbonil cianeto p-trifluormetoxifenilidrazona), um
desacoplador do transporte de elétrons e consequentemente do potencial de membrana

mitocondrial. A despolarizacdo foi analisada pela razdo 590/530 e comparada com o controle.

3.4.3 Mensuracdo de espécies reativa de oxigénio (ROS)

Ap0s as etapas descritas no item 3.4.1 (por 3 e 24 horas), para determinar o0s niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS), promastigotas foram lavadas com solucdo salina
balanceada de Hank (HBSS) e ajustadas para a concentragdo de 2x10%/mL. Ap6s o ajuste,
promastigotas foram incubadas por 30 minutos, a 26°C com 20 uM de H2DCFDA (2’7’
diacetato de diclorodiidrofluoresceina - Invitrogen, Eugene, USA), em placas pretas de 96
pocos, com volume final de 200pL/poco. O H.DCFDA, na presenca de ROS, passa por reacoes

de clivagem e oxidacdo, sendo convertido para DCF (2',7'-diclorofluoresceina), sua forma
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fluorescente. A andlise foi realizada em espectrofluorimetro (Spectra Max M2 - Molecular
Devices, Silicon Valley, USA) usando os comprimentos de onda de 507nm para excitacao e
530nm para emisséo. O controle positivo utilizado foi o sistema glicose/glicose oxidase (60mM
+20U/ml).

3.4.4 FEstudo do efeito de antioxidantes no tratamento com 2’-hidroxiflavanona

Para estudar o efeito das espécies reativas de oxigénio na morte promovida em
promastigotas de L. amazonensis pela 2’-hidroxiflavanona, foram utilizados moléculas e
enzimas antioxidantes. Promastigotas (5 x 10°) foram incubadas com antioxidantes e tratadas
ou nao com 2’-hidroxiflavanona (96 uM) por 24 horas em tubos falcon com volume final de
1mL. Foram utilizadas as moléculas NAC (N-acetilcisteina), GSH (glutationa reduzida) e
GSSG (glutationa oxidada), na concentragdo de 300 uM. Também foram utilizadas enzimas
antioxidantes como CAT (Catalase) PEG-CAT (Polietilenoglicol catalase), na concentragéo de
500 Unidades/mL. Ap6s 24 horas, o numero de células viaveis foi determinado por contagem

direta em cadmara de Neubauer.

3.4.5 Atividade antiamastigota da 2’-hidroxiflavanona

Para avaliar a funcdo do composto na forma amastigota de L. amazonensis, macréfagos
peritoneais de camundongos Suico Webster foram obtidos por lavagem peritoneal com 5 mL
de meio RPMI gelado (Sigma, Sant Louis, USA). A concentracdo de macrofagos foi ajustada
para 2x10° células/mL e plaqueadas em camaras LAB-TEK (Nunc, Nova lorque, USA). Apos
1 hora, os macréfagos aderidos foram infectados com promastigotas de L. amazonesis na
proporcdo de 3:1 (3 promastigotas para 1 macrofago) e incubadas por 3 horas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO. Apéds a infeccdo as laminas foram tratadas com diferentes
concentragdes de 2’-hidroxiflavanona (0 a 12uM) por 72 horas. Passado o periodo de
incubacdo, as lAminas foram submetidas a coloracdo pelo corante hematoldgico Instant Prov
(Newprov, Curitiba, Brasil) e a atividade antiamastigota foi avaliada por contagem em
microscopio optico. O numero minimo estabelecido para contagem foi de 200 macrofagos por
amostra e os resultados foram expressos em indice de infec¢do (IF = %células infectadas X
(nimero de amastigotas/nimero total de macrofagos). O ICso da 2’-hidroxiflavanona foi

determinado por regressdo ndo linear realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
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3.4.6 Avaliacio da citotoxicidade da 2’-hidroxiflavanona

A citotoxicidade da 2’-hidroxiflavanona foi avaliada em macrofagos peritoneais
murinos de camundongos Suicos fluorimetricamente, utilizando resazurina. Esse ensaio
consiste na conversdo de resazurina, forma ndo fluorescente, solivel e de cor azulada, em
resorufina, que a medida que vai sendo reduzida pela atividade mitocondrial, vai fluorescer em
rosa. Assim, quanto mais rosado o pogo, maior € a viabilidade celular. Macr6fagos peritoneais
foram obtidos por lavagem peritoneal com 5 mL de meio RPMI gelado (Sigma, Sant Louis,
USA). A concentracdo de macrdfagos foi ajustada para 2x108 células/mL e plaqueadas em
placas de 96 pocos. Ap6s 1 hora, os macréfagos foram incubados em triplicata com
concentragdes crescentes de 2’- hidroxiflavanona (3uM — 192uM) por 72 horas em placa de 96
pocgos. Apos esse periodo de tempo, foi adicionado em cada pogo 20% do volume total do
reagente Alamar Blue. A placa foi incubada por 3 horas em estufa a 37°C e atmosfera de 5%
CO2, e apos esse tempo, a viabilidade foi mensurada em espectrofluorimetro (Spectra Max M2
- Molecular Devices, Silicon Valley, USA) com comprimentos de onda 560nm de excitagéo e
590nm de emiss&o.

3.4.7 Efeito da associa¢do da 2’-hidroxiflavanona com farmacos de referéncia

em promastigotas de L. amazonensis

Promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em seu respectivo meio em placas
de 96 pocos e mantidas em estufa a 26°C, na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes
de tartarato de antimonio e potassio (Sb®*), anfotericina B, ou miltefosina. Apds 72 horas a
viabilidade das promastigotas foi avaliada pelo método de resazurina. O calculo do ICsq foi
determinado por analise de regressdo logaritmica utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
Apos a determinagdo do ICsp de cada curva, foi determinada uma concentragdo maxima para
cada composto. O efeito combinatério foi determinado pelo método de isobolograma
modificado (Mesquita e cols, 2013; Trinconi e cols, 2014; Seifert e Croft, 2006; Fivelman e
cols, 2004;) onde promastigotas foram incubadas com os compostos sozinhos e combinados,
respeitando as proporgdes 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 que foram diluidas em série (base 2). As
curvas sigmoidais de regressdo foram utilizadas para determinar o IC50 e 1C90. Para cada razéo,

um valor de 1Cso e 1Cqo foi calculado para cada associagéo.
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3.4.8 Anadlise isobolografica

A associagdo entre os farmacos acima descritos e a 2’-hidroxiflavanona foi analisada
utilizando-se o isobolograma (Greco e cols, 1995). O ICso dos farmacos sozinho, 0 ICso da 2°-
hidroxiflavanona e o 1Cso das respectivas combinagfes foram utilizados para a construcéo do
gréfico de isobolograma onde foi obtida a linha de aditividade. O indice da concentracao

inibitoria fracional (FICI) foi calculado de acordo com a equacao:
FICI 50190 = ICs0/90 (A+B) / 1Cs090 (A)

Os valores obtidos foram utilizados para analisarmos o tipo de efeito obtido na
associa¢do FICI < 0.5 — sinergismo; 0.5 < FICI < 4 — aditivo; FICI > 4 — antagonismo (Odds,
2003).

3.4.9 Efeito da 2"-hidroxiflavanona em Leishmania amazonensis resistentes ao

tartarato de antimonio e potéssio.

Promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB0016) foram
cultivadas em seu respectivo meio, acrescidas ou nao de tartarato de antiménio e potéssio, de
maneira progressiva a cada passagem, até chegar a 10 vezes o I1Cso do antimonial previamente
determinado por uma curva de diferentes concentracdes de tartarato de antiménio e potassio.
Os parasitos foram mantidos em estufa de 26°C. Apds atingir o valor de 10 vezes o ICsg, foi
determinada sua resisténcia a partir de uma curva com varias concentracfes de antiménio por
72h. ApoOs esse periodo, a viabilidade foi mensurada pela reducdo da resazurina em
espectrofluorimetro como descrito anteriormente. Confirmada a resisténcia, promastigotas
sensiveis e resistentes ao tartarato de antimonio e potassio (1x10%mL) foram incubadas com
concentragdes de 2”-hidroxiflavanona (3 a 96uM) por 24 horas. Apos esse periodo, foi realizada

a contagem em camara de Neubauer.

35 Ensaio in silico da 2’-hidroxiflavnona

O ensaio in silico para propriedades ADMET (Absorcéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade) foi realizado pela plataforma pkCSM (predicting small-molecule

pharmacokinetic properties), um banco de dados que retne resultados de um conjunto de
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moléculas que ajudam a predizer parametros e valores de referéncia satisfatorios que ajudam a
classificar um candidato a farmaco pela sua capacidade de absor¢do por via oral e
farmacocinética (Pires e cols, 2015 — disponivel em http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm). Em

adicdo, foram avaliados os descritores moleculares de Lipinski (Lipinski, 2001; Lipinski, 2004),
parametros fisico-quimicos, nomeados como “’Regra dos 5°° também associados a
probabilidade de um candidato a fArmaco ter uma boa disponibilidade oral. Os parametros s&o:
namero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (HBA), numero de doadores de ligacdo de
hidrogénio, coeficiente de particao octanol/agua (clogP), peso molecular do candidato e nimero

de rotacdes.

3.6 Ensaio in vivo

3.6.1 Atividade in vivo da 2’-hidroxiflavanona

O ensaio in vivo foi realizado baseando-se no protocolo estabelecido por Inacio e
colaboradores (2013). Camundongos BALB/c (5/grupo) foram infectados via intradérmica com
promastigotas de L. amazonensis (2x10° células/10uL) na orelha direita. Apos 7 dias de
infec¢do, foi iniciado o tratamento oral (através de sonda orogastrica) com 50 mg/kg/dia de 2°-
hidroxiflavanona ou injecéo intraperitoneal (no quadrante inferior direito do abddmen) de
100mg Sh**/kg/dia de antimoniato de meglumina (farmaco de referéncia para o tratamento da
leishmaniose). A 2’-hidroxiflavanona foi administrada solubilizada no veiculo de suspenséo
oral OraPlus (Perrigo). O controle recebeu somente o veiculo OraPlus. O tratamento foi
realizado diariamente por 39 dias. A progressao da doenca foi avaliada pela espessura da orelha
infectada, mensurada através de paquimetro (Mitutoyo, S&o Paulo, Brasil), duas vezes por
semana. Este estudo foi realizado em conformidade com as recomenda¢fes do Guia para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio da FIOCRUZ e o protocolo foi aprovado pelo Comité

de Etica de Experimentacdo Animal da Fundagio Oswaldo Cruz (N° de Licenca: LW-7/10).

3.6.2 Quantificacdo da carga parasitaria

A carga parasitaria foi determinada pelo método de diluigdo limitante (LDA). Ao final
do experimento, no 45° dia, a orelha lesionada de cada camundongo foi retirada, pesada e
macerada em meio Schneider, suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino, 200U/mL
penicilina e 200ug/mL estreptomicina. As celulas em suspensdo foram ajustadas para a

concentracdo de 10mg de tecido/mL e foram diluidas em série de 1:2 em placa de 96 pocos,
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resultando um volume final de 200uL por poco. As culturas foram incubadas a 26°C e
acompanhadas durante 7 dias em microscopio Optico, para registro da Ultima diluigdo que
continha promastigotas para estimar a carga parasitaria expressa em parasitos/mg de tecido,

conforme descrito por Inécio e colaboradores (2013).

3.6.3 Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Para avaliar parametros bioguimicos e hematoldgicos, foi coletado 1 mL de sangue de
cada camundongo, pelo método de puncdo cardiaca. Apds a coleta, o sangue foi dividido em
microtubos contendo EDTA para andlises hematologicas e microtubos para analises
bioquimicas. Os parametros hematoldgicos testados foram: nimero de hemaécias, hemoglobina,
hematocrito, volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC), contagem de leucdcitos e Plaquetas.
Os parametros bioguimicos foram: creatinina, alanino aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST). Todos os parametros foram testados pela Plataforma de Analises

Clinicas de Animais de Laboratério da Fiocruz.

3.7 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em trés ou mais ensaios independentes com
um n de 3 em cada. Os dados foram analisados pelo teste t de Student ou analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo pés-teste de Bonferroni em GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, EUA). Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. Os dados

sd0 expressos como média + erro padréo.
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4 Resultados

4.1 Ensaios in vitro e mecanismo de agao

4.1.1 Atividade antipromastigota da 2’-hidroxiflavanona

Para avaliar o efeito da 2’- hidroxiflavanona na proliferacao celular de L. amazonensis,
promastigotas foram incubadas na auséncia ou presenga de 2’-hidroxiflavanona (3 - 96uM),
por 24h. A 2’-hidroxiflavanona se mostrou efetiva ao provocar a inibicéo da proliferacéo de L.
amazonensis de maneira concentracdo dependente, mostrando um ICso de 20,96 puM, com 74%

de inibicdo na maior concentracdo (96uM) (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Efeito da 2’-hidroxiflavanona na proliferacdo celular de promastigotas de L. amazonensis. Os
parasitos (5 x 108 cel/mL) foram incubadas na auséncia ou presenga de 2’-hidroxiflavanona (3-96uM) por 24 horas.
Aliquotas foram retiradas para contagem direta em camara de Neubauer conforme descrito no item 3.4.1. Os
valores mostram a média de 3 experimentos independentes, com um n de 3. P<0.001 (ANOVA).

Para avaliar um possivel efeito imediato da 2’- hidroxiflavanona na viabilidade de L.
amazonensis, promastigotas foram incubadas na auséncia ou na presenca de concentracdes
crescentes (12 - 96uM) de 2’-hidroxiflavanona por 3 horas. A 2’-hidroxiflavanona também se

mostrou efetiva ao inibir, em 3 horas, a proliferacdo de promastigotas de maneira concentracao
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dependente, apresentando ICso de 21,59 uM, com 70% de inibicdo na maior concentracdo

(96uM), valores proximos aos obtidos em 24 horas. (Figura 4.2).

0 12 24 36 48 60 72 84 96
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B
1

Figura 4.2 Efeito da 2’-hidroxiflavanona na viabilidade celular de promastigotas de L. amazonensis. 5x10°
parasitos/ml foram incubados na auséncia ou presenga de 2’-hidroxiflavanona (12- 96uM) por 3 horas. A
viabilidade celular foi dada a partir de contagem direta por cdmara de neubauer conforme descrito no item 3.4.1.
Os valores mostram a média de 5 experimentos independentes, com um n de 3. P<0.001 (ANOVA).

4.1.2 Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial (A%¥Wm)

Os tripanosomatideos tém como forte caracteristica sua mitocéndria Unica, que a torna
um alvo para a agdo de farmacos. Estudos tem mostrado que a perda de AWm esta diretamente
ligada a inibicdo da proliferacdo celular (Menna-Barreto e cols, 2009; Rodrigues e cols, 2007;
Inécio e cols, 2014; Fonseca-Silva e cols, 2016). Flavonoides também tém sido descritos por
desencadearem essa relacao entre inibicao e despolarizagdo (Fonseca-Silva e cols, 2011; Inécio
e cols, 2012). Para determinar se a 2’- hidroxiflavanona causa algum efeito no potencial de
membrana mitocéndrial de L. amazonensis, foi utilizada a sonda fluorescente JC-1.
Promastigotas de L. amazonensis foram incubadas na presenga ou na auséncia 2’-
hidroxiflavanona (12 - 96uM) por 24 horas. A 2’-hidroxiflavanona foi capaz de causar uma
reducdo concentracdo dependente no potencial de membrana mitocondrial em promastigotas
tratadas, atingindo uma reducéo significativa de 71% do potencial de membrana com a maior

concentracédo (96M) quando comparada com as células controle (Figura 4.3)
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Figura 4.3 Avaliagdo do Potencial de membrana mitocondrial (AWm) em L. amazonensis tratada com 2’-
hidroxiflavanona. Promastigotas foram incubadas na auséncia ou na presenca de 2’-hidroxiflavanona por 24
horas. O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado utilizando o indicador JC-1 conforme descrito no item
3.4.2. Controle positivo: FCCP 20uM. Os valores mostram a média de 3 experimentos independentes, com um n
de3. P<0,005 (ANOVA).

4.1.3 Mensuracao de espécies reativa de oxigénio (ROS)

Ainda em relacdo a importancia da mitocéndria Unica dos tripanosomatideos, estudos
vém mostrando que o dano mitocondrial esta relacionado ao aumento de espécies reativas de
oxigénio (Verchooten e cols, 2012). Para verificarmos a producdo de ROS decorrente da
incubagcdo com o composto, promastigotas foram incubadas na presenga e na auséncia de 2’-
hidroxiflavanona (12 — 96 uM) por 24 horas. O indicador H.DCFDA foi utilizado para
mensurar os niveis de ROS e como controle positivo foi utilizado o sistema glicose/glicose
oxidase. A 2’-hidroxiflavanona foi capaz de induzir uma producdo de ROS de maneira
concentracdo dependente (Figura 4.4), chegando a uma producdo 1,76 vezes maior que 0
controle na maior concentragéo utilizada (96 puM).

Promastigotas de L. amazonensis também foram incubadas na presenca e na auséncia
de 2’-hidroxiflavanona (12 - 96uM) por 3 horas. A 2’-hidroxiflavanona foi capaz de induzir
uma producdo de ROS também de maneira concentracdo dependente (Figura 4.5), chegando a
uma producdo 2,48 vezes maior que o controle na maior concentracdo utilizada (96uM). Esse
resultado sugere que a despolarizagdo da membrana mitocondrial e 0 aumento das espécies

reativas de oxigénio podem estar ligados ao efeito inibitério da 2’-hidroxiflavanona.
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Figura 4.4 Formacdo de espécies reativas de oxigénio. Promastigotas foram incubadas na auséncia ou na
presenca de 2’-hidroxiflavanona por 24 horas. A formacéo de ROS foi mensurada utilizando H,DCFDA conforme
descrito no item 3.4.3. Controle positivo (G/GO): 20U/mL de glicose oxidase + 60mM de glicose, por 20 min. Os
valores mostram a média de 5 experimentos independentes,com um n de 3. **P<0,01 (ANOVA).

Para referenciar esta hipdtese, utilizando os valores de inibicdo da proliferacdo,
potencial de membrana mitocondrial e aumento de ROS, foi obtida uma correlagéo linear entre
eles. Na Figura 4.6a podemos ver a correlacdo entre a inibicéo e a despolarizacdo da membrana
mitocondrial (R? = 0,96). Em seguida, em 4.6b vemos a correlagdo entre a inibigio e a producio
de espécies reativas de oxigénio (R? = 0,94). Por (ltimo, na 4.6¢ observamos a correlagdo linear
entre a despolarizacdo mitocondrial e a producéo de espécies reativas de oxigénio (R? = 0,97).
Estes 3 graficos demonstram que tanto a despolarizacdo mitocondrial quanto a producédo de
espécies reativas de oxigénio estdo diretamente ligados a inibicdo da proliferagdo de
promastigotas de L. amazonensis provocada pela 2’-hidroxiflavanona, além de sugerir que o
aumento de espécies reativas de oxigénio estd diretamente ligado a despolarizacéo

mitocondrial.
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Figura 4.5 Formagdo de espécies reativas de oxigénio. Promastigotas foram incubadas na auséncia ou na
presenca de 2’-hidroxiflavanona por 3 horas. A formagéo de ROS foi mensurada utilizando H,DCFDA conforme
descrito no item 3.4.3. Controle positivo (G/GO): 20U/mL de glicose oxidase + 60mM de glicose, por 20 min. Os
valores mostram a média de 3 experimentos independentes com um n de 3. *P<0,05; (ANOVA).
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Figura 4.6 Correlagao linear em 24 horas: A - % de inibicdo / Potencial de membrana mitocondrial (R? = 0,96);
B - % de inibicédo / Geragdo de ROS (R? = 0,94); C — Geragéo de ROS / Potencial de membrana mitocondrial (R?
=0,97);

4.1.4 ZEstudo do efeito de antioxidantes no tratamento com 2’-hidroxiflavanona

N- acetilcistina (NAC), glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG), séo
moléculas muito estudadas, sendo a GSH componente da tripanotiona, sistema de detoxificacdo

do parasito e NAC uma molécula antioxidante (Lu, 1999). Catalase é uma enzima capaz de
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converter peroxido de hidrogénio em H20 +O2. A polieetilenoglicol-catalase difere da catalase
apenas por possuir uma cadeia lipofilica que facilita sua passagem pela membrana das células.
Para determinar se esses compostos com atividade antioxidante sdo capazes de proteger do
efeito inibitorio da 2’-hidroxiflavanona, promastigotas de L. amazonensis foram pré-incubadas
com os antioxidantes (Figura 4.7A) ou enzimas (Figura 4.7B), tratadas com 2’-
hidroxiflavanona e apds 24 horas, foi avaliado o efeito inibitério. A incubagdo com o0s

antioxidantes ndo foi capaz de proteger as promastigotas do efeito inibitorio causado pela 2-

‘hidroxiflavanona.
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Figura 4.7 Efeito de enzimas antioxidantes em L. amazonensis tratadas com 2’-hidroxiflavanona.
Promastigotas foram incubadas na presenca ou auséncia de 96uM de 2’-hidroxiflavanona e em adigdo (A) NAC,
GSH e GSSG [300puM] e (B) CAT e PEG-CAT [500 U/L] por 24 horas. A avaliacdo da viabilidade celular foi feita
por contagem direta de camara de Neubauer Conforme descrito no item 3.4.4. Os valores mostram a média de 3
experimentos independentes com um n de 3. P<0,05; P<0,01 (ANOVA).

415 Atividade antiamastigota da 2’-hidroxiflavanona

Depois de observar a atividade inibitoria da 2’-hidroxiflavanona na forma promastigota,
o proximo passo foi investigar um possivel efeito da 2’-hidroxiflavanona na forma amastigota.
Para isso, macrofagos peritoneais de camundongos suicos foram infectados com promastigotas
de L. amazonensis e incubados na auséncia ou na presenca de 2’-hidroxiflavanona (3, 6 e 12uM)
por 72h. A 2’-hidroxiflavanona inibiu, de forma concentracéo dependente, o indice de infeccao
(razdo entre o percentual de macréfagos infectados e 0 nimero de amastigotas), apresentando
um ICsp de 3,38 uM (Figura 4.8). A inibicdo obtida foi de 88,4 % na maior concentracgdo (12
uM).
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Para corroborar a eficacia da 2’-hidroxiflavanona na inibicdo de amastigotas, fotos

foram obtidas a partir de ldminas de macrdfagos infectados com L. amazonensis e tratados com

2’-hidroxiflavanona (3-12 uM) (Figura 4.10).

300-
o
(-1
o
o .
S 200
=
=k
=]
& 100+
= *
£
u 1 | L] 1 1
0 3 6 9 12

[2°- Hidroxiflavanona] (pM)

Figura 4.8 Atividade antiamastigota da 2’-hidroxiflavanona. Macréfagos peritoneais murinos foram infectados
e incubados com 2’-hidroxiflavanona (3, 6 e 12uM) por 72 horas. A contagem dos macréfagos infectados foi feita
por microscopia éptica e o indice de infeccéo foi calculado, conforme descrito no item 3.4.5. Os valores mostram
a média de 3 experimentos independentes, com um n de 3. P<0,05 (ANOVA)

4.1.6 Avaliagao da citotoxicidade da 2’-hidroxiflavanona

Para determinar a citotoxicidade sobre macrofagos, estes foram plaqueados na auséncia
ou presenga da 2’-hidroxiflavanona (3-96 pM), sem infeccdo. A viabilidade celular foi
mensurada empregando-se a resazurina. A 2’-hidroxiflavanona n&o apresentou diferencas
significativas na viabilidade celular nas concentragdes utilizadas em amastigotas (3, 6 e 12uM),

apresentando um ICsg de 72,02 uM (Figura 4.9), resultando em um indice de seletividade de

21,30 (Tabela 4.1).
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Figura 4.9 Efeito da 2’-hidroxiflavanona em macro6fagos peritoneais murinos. Macréfagos peritoneais
murinos foram incubados com 2’-hidroxiflavanona (3, 6 e 12uM) por 72 horas, sem infeccdo. A viabilidade foi

mensurada utilizando resazurina, como descrito no item 3.4.6. Os valores mostram a média de 3 experimentos
independentes com n de 3. P<0,05 (ANOVA)

Tabela 4.1: Indice de seletividade da 2’-hidroxiflavanona

1Csp amastigota I1Cso macréfagos Indice de seletividade
3,38 uM 72,02 uM 21,30
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Figura 4.10 Efeito da 2’-hidroxiflavanona em amastigotas de L. amazonensis. Fotos obtidas a partir de [aminas
de macrdfagos peritoneais murinos, infectados com L. amazonensis, incubados com 2’-hidroxiflavanona e coradas
com panoético rapido (Instant Prov) em dois diferentes aumentos. A e B- Controle; C e D- 3uM; Ee F- 6uM; G e

H- 12pM; Setas indicam amastigotas dentro dos vactolos;
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4.2 Ensaio in silico

Para avaliar o potencial da 2’-hidroxiflavanona como um futuro farmaco, usamos a

plataforma pkCSM (Pires e cols, 2015 — disponivel em http://structure.bioc.cam.ac.uk/pkcsm)

para avaliar as propriedades farmacocinéticas ADMET (absorgdo, distribuicdo, metabolismo,
excre¢do e toxicidade) da 2’-hidroxiflavanona. Avaliamos também suas caracteristicas
quimicas de acordo com a “Regra dos Cinco” (Ro5) de Lipinski (Cheng et al. 2012; Lipinski
2004; Lipinski et al. 2001).

Interpretando os valores obtidos na avaliagio ADMET de acordo com os valores de
referéncia propostos pelo banco de dados (pkCSM), podemos observar na Tabela 4.2 que a 2’-
hidroxiflavanona demonstra ter uma solubilidade em agua mediana e uma boa absorcao
intestinal humana. A 2’-hidroxiflavanona se mostrou permeavel a pele (um farmaco é
considerado pouco permeavel se logKp > -2,5) e também a Caco-2 (alta permeabilidade se Papp
> 8 x 10° cm/s). Em relagdo as P-glicoproteinas, a 2’-hidroxiflavanona ndo se mostrou
inibidora, porém aparece como substrato. Este resultado significa que a 2’-hidroxiflavanona
ndo se mantém acumulada dentro da célula.

Para distribuigdo, a 2’-hidroxiflavanona demonstra uma boa permeabilidade a barreira
hemato-encefalica (< -1 indica baixissima permeabilidade enquanto >0,3 indica permeabilidade
total), além de demonstrar uma boa permeabilidade ao sistema nervoso central (considera-se
logPS < -3 ndo permeavel, enquanto logPS > -2 é considerado permeavel).

Quanto ao metabolismo, a 2’-hidroxiflavanona mostrou néo ser substrato de nenhuma
CYP, sendo inibidora da CYP450 2C19 e CYP450 1A2. Em termos de excrecdo, a 2’-
hidroxiflavanona demonstrou um bom clearance (1,2 ml/min/kg), similar ao da creatinina (1,4
ml/min/kg), além de ndo se mostrar substrato renal de OCT2, o que poderia trazer reagdes
adversas ao tratamento. OCTs sdo transportadores organicos de céation (Organic Cation
Transporters), proteinas transmembranas associadas ao figado (OCT1) e aos rins (OCT2).
Quando um farmaco, molécula ou composto demonstra algum tipo de associacdo com a OCT2,
seu clearence diminui e sua excre¢cdo é afetada, podendo trazer problemas ao organismo
(Giacomini e cols, 2010). Por ultimo, avaliando os parametros de toxicidade, a 2’-
hidroxiflavanona demonstrou néo ser hepatotoxica, ndo provocar sensibilidade a pele, ndo ser
bloqueador de canais de potassio (ndo interfere nos genes hERG), aléem de nos mostrar 0s

valores preditivos de dose da 2’-hidroxiflavanona tanto em humanos quanto em modelo murino.
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Tabela 4.2: Propriedades ADMET da 2’-hidroxiflavanona

Propriedades Modelo Valores
Solubilidade em agua -3, 701 log mel'L
Permeabilidade Caco 2 1,327 log mol/L
- Absorcdo intesfinal (humana) 06,218 %
E Permeabilidade da pele -2,805 log Kp
< Substrato P-glicoproteina SIM
Imibidor P-glicoproteina | NAD
Inibidor P-glicoproteina Il NAO
*E Violume dE distribuicdo estavel (humana) -0,32 log Li'Kg
S Fracao desacoplada (humana) 0,177 Fu
g Permeabilidade barreira hemato-encefalica 0,218 Log BE
8 Permeabilidade SMNC -1.375 Log PS
Substrato CYP2D6 NAO
Substrato CYP34A4 NAO
E Inibidar CYP1A2 SIM
E Inibidor CYP2C19 SIM
E Inibider CYP2C9 NAO
Inibidor CYP2D6 NAO
Inibidar CYP24A4 NAO
‘:"’r Eliminacio total 0,044
E Substrato Renal OCT2 NAO
Dose maxima tolerada (humano) 18, 38mg'kogidia
Inibidor hERG | NAD
2 Inibidor hERG I NAO
:ﬁ Toxicidade oral aguda (rato) (LDS0) 2,185 mol'kg
,E Taoxicidade oral crinica (rato) (LOAEL) 185,78 mgkgidia
Hepatoxicidade NAD
Sensibilizacio da pele NAO
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A Regra dos 5 de Lipinski tem como base a avaliacdo de descritores moleculares. Esses
pardmetros sdo: peso molecular menor que 500, LogP menor que 5, maximo de 5 grupos
doadores de ligacdo de hidrogénio e maximo de dez grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio.
A 2’-hidroxiflavanona também mostrou nédo violar a Regra dos Cinco de Lipinski, tendo seus

valores dentro dos parametros. (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Regra dos 5 de Lipinski da 2’-hidroxiflavanona

Regras de Lipinski  Valores

Aceptores ligantes

de H (HBA< 10) >
Doadores ligantes 1
de H (HBD <5)

miLogP (<5) 3,123
n-ROTB (<10) 1
Peso molecular 240,25
(<500)
Violacdes 0

Juntos, esses parametros ditam a disponibilidade oral do candidato e a avaliagdo
presente nas tabelas 4.2 e 4.3 sugerem a 2’-hidroxiflavanona como uma boa candidata para

administracao via oral.

4.3 Ensaio in vivo

A partir dos efeitos promissores in vitro da 2’-hidroxiflavanona e sua avaliagéo in silico,
0 passo seguinte foi avaliar seu efeito in vivo, em modelo murino de leishmaniose cutanea.
Promastigotas - 1x10°%/10uL - foram inoculadas na orelha de camundongos machos BALB/c.
Apobs 7 dias, iniciou-se o tratamento via oral, um grupo tratado com 50mg/kg/dia de 2’-
hidroxiflavanona e um grupo controle, recebendo apenas o veiculo da droga, OraPlus, veiculo
usado para facilitar a suspensdo de compostos que sejam pouco sollveis em agua. Como
controle positivo, foi utilizado o antimoniato de meglumina (Glucantime, referéncia para o

tratamento da leishmaniose), por via intraperitoneal, 100mg/kg/dia. A 2’-hidroxiflavanona
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mostrou-se clara e significativamente eficiente a partir do dia 21 p6s infeccdo em comparacdo
com o antimoniato que sé se mostrou eficiente a partir do dia 32 Apos a eutanésia, a carga
parasitaria foi determinada por dilui¢do limitante. A 2’-hidroxiflavanona provocou uma
reducdo significativa de parasitos na lesdo comparada ao farmaco de referéncia. O controle da
infeccdo pode ser observado pelo tamanho da lesdo (Figura 4.11A), pela quantificacdo da carga
parasitaria (Figura 4.11B) e também pelas fotos ilustrativas das orelhas infectadas,
demonstrando uma significativa reducgao da lesdo em relagdo ao controle (Figura 4. 11C-E).
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Figura 4.11 Efeito in vivo da 2’-hidroxiflavanona. (A) Tamanho da leséo; (B) Carga parasitaria; (C-E) Fotos
ilustradas da lesdo (C-Controle; D- 2’-hidroxiflavanona; E-Glucantime). Camundongos BALB/c foram inoculados na
orelha direita com promastigotas de L. amazonensis. Ap6s 7 dias de infec¢do, foram tratados com veiculo ou
50mg/kg/dia de 2’-hidroxiflavanona via oral e 100m/kg/dia de antimoniato de meglumina via intraperitoneal, como
descrito no item 3.46.1. As orelhas foram medidas com auxilio de um paquimetro, 2 vezes por semana. Os camundongos
foram eutanasiados ap6s 35 dias de tratamento e a carga parasitaria foi determinada por diluicdo limitante, conforme
descrito no item 3.6.2. O sangue foi recolhido pelo método de puncdo cardiaca para analise bioquimicas e hematol6gicas
como descrito no item 3.6.3. Os valores sdo referentes a média de 2 experimentos, cada um com um n de 5; *p<0,05;
***p<0,001;
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Parametros bioquimicos hepaticos como alanino aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), e para a funcdo renal como a creatinina, sdo de extrema importancia
para verificar a toxicidade do tratamento. Para isso, o soro foi coletado a partir do sangue
retirado dos animais e dosado para os parametros citados. Além de parametros soroldgicos, a
analise de parametros hematoldgicos também se torna importante. Como visto na literatura, a
2’- hidroxiflavanona demonstra inibir células tumorais (Nagaprashanta e cols, 2011), que sdo
destacadas por possuirem uma alta capacidade proliferativa. Portanto, uma parte do sangue
coletado foi enviada para a plataforma de analises clinicas de animais de laboratorio da
FIOCRUZ, para realizacdo de hemograma completo, para avaliar qualquer tipo de dano a
proliferagdo celular. A 2’-hidroxiflavanona mostrou nao alterar parametros toxicolégicos, além

de ndo alterar significativamente parametros hematoldgicos (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 Resultados dos testes Hematolégicos e Bioquimicos

Controle 2'-hidroxiflavanona Glucantime
Série
Vermelha
Hemécias 11,66 +0,094 11,35 +0,096 10,92 +0,12
Hemoglobina 16,32 +0,21 16,18 +0,15 15,2 +0,15
Hematocrito 56,34 +0,61 56,36 +0,55 54,18 +0,934
MCV 48,32 +0,18 50,21 +0,28 50,27 +0,36
MCH 14,12 +0,14 14,37 +0,123 14,06 +0,154
MCHC 29 +0,11 28,63 +0,16 28,17 +0,292
Série Branca
Plaquetas 1472,3 +27,35 1356,5 +69,78 1299,2 +30,90
Leucdcitos 6,83 +0,213 5,88 £0,70 7,8 +1,152
Bioquimica
Creatinina 0,1 0,1 0,1
ALT 0,1 0,1 0,1
AST 0,1 0,1 0,1

Resultados obtidos a partir das amostras de sangue e soro enviadas para plataforma de andlises
clinicas de animais de laboratério/Fiocruz; os valores sdo referentes a 2 experimentos indepentes,

cada um com um n de 5.
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4.4 Efeito da associacido da 2’-hidroxiflavanona com farmacos de referéncia em
promastigotas de L. amazonensis

A necessidade de novas alternativas quimioterapicas levou a uma mudancga no quadro
de pesquisa para o tratamento da leishmaniose. Além da busca por produtos naturais, a
combinacdo de drogas, de referéncia ou ndo, também passou a ser estudada. Com o objetivo de
investigar o efeito da associagdo da 2’-hidroxiflavanona com farmacos de referéncia como
anfotericina B, antimonio e miltefosina, promastigotas de L. amazonensis foram incubadas com
0s compostos sozinhos, ou em combinacdo, respeitando as proporgdes de 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4
e 0:5, diluidas seriadamente em base 2 por 72 horas em placas de 96 pogos. As concentracdes
maximas utilizadas foram: 96 pM de 2’-hidroxiflavanona, 50 uM de antimonial e miltefosina
e 1 uM de anfotericina B. As curvas sigmoidais de regressdo foram utilizadas para determinar
0 ICsoe ICoo. Para cada razéo, um valor de ICsp e 1Cq foi calculado para cada um dos farmacos.
A andlise dos dados se deu por meio da construcao de isobologramas utilizando 0s ICso e 1Cgo
(Figura 4.12 e 4.13, Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7), bem como os indices de concentrag&o inibitoria
fracionais (FICIso e FIClg0), calculados de acordo com a equacéo descrita (Seifert e cols, 2011).
Os valores de ICsq foram utilizados para analisarmos o tipo de efeito obtido na associagéo de
acordo com o estabelecido pela literatura FICI < 0,5 — sinergismo; 0,5 < FICI < 4 — aditivo;
FICI > 4 — antagonismo (Odds, 2003). Podemos entdo observar, pelos valores de somatorio do
FIClso e FIClgo (1,01 e 1,18 para anfotericina B, 0,6 e 1,21 para o antimonio e 1,1 e 1,03 para a
miltefosina, respectivamente) que as associa¢oes da 2’-hidroxiflavanona com os farmacos se
mantiveram dentro da linha de aditividade. Nas tabelas apresentadas demonstramos a

comparacao entre 0s 1Cso e 1Cqo, além do FIClso e FICIgo € seu somatorio para as associagoes.
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Tabela 4.5 ICso e 1Cg0 da 2’-hidroxiflavanona e dos farmacos de referéncia

1Cso (ULM) 1Co0 (LM)
2’-hidroxiflavanona 31,64 +2,53 83,23 £+ 2,98
Anfotericina B 0,5737 +0,03 0,8505 +0,66
Antiménio 36,32+ 0,089 54,22 + 0,18
Miltefosina 9,793 + 0,04 18,19 + 0,32

Tabela 4.6 FICIso e FICI9 da 2°-hidroxiflavanona em combinag&o com os fArmacos de referéncia

Proporcdo 2’-hidroxiflavanona + 2’-hidroxiflavanona + 2’-hidroxiflavanona +
Anfotericina B Antiménio Miltefosina
FIClso FIClg FIClso FIClgo FIClso FIClg
4:1 0,81 0,65 0,60 0,63 1,01 1,33
3:2 1,02 1,30 0,79 0,68 0,90 0,83
2:3 1,10 1,10 0,64 2,56 1,17 0,91
1:4 1,13 1,62 0,62 0,98 1,31 1,05

Tabela 4.7 Média do somatdrio de FIClIso e FICIg da 2°-hidroxiflavanona em combinagdo com farmacos
de referéncia

Combinacéo xX FICIs0+ SEM xX FIClIg+ SEM
2’-hidroxiflavanona + 1.01+0.061 1,18 £ 0,176
Anfotericina B

2’-hidroxiflavanona + 0.66 * 0.045 1,21+ 0,394
Antimonio

2’-hidroxiflavanona + 1.10%0.077 1,03+£0,951
Miltefosina
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Figura 4.12 Isobologramas gerados a partir dos valores de ICso € 1Co0 obtidos da associacio da 2’-
hidroxiflavanona com farmacos de referéncia para o tratamento da leishmaniose. (Coluna A) Valores de
ICso de cada associacdo (Coluna B) Valores de ICqo de cada associacdo. Pontos P1 a P6 correspondem a 5:0, 4:1,
3:2,2:3,1:4e0:5.

45



>

1.5

-
(=]

F1Cs5q Miltefosina
o
T

0.5 1.0
FIC5p 2'-Hidroxiflavanona

1.5

-
[=]

FICsp Sl
=
T

I]:5 1.0
FICs, 2'-Hidroxiflavanona

== =9
(=] L]

FICsq Anfotericina B
o
<

1
0.5 1.0
FIC5p 2'-Hidroxiflavanona

w

15

1.0

FIC g Miltefosina

1.5

0.5 1.0
FICqp 2'-Hidroxiflavanona

1.5

1.0

FIC gp Sblll

I]j5 1.0
FICq; 2'-Hidroxiflavanona

15

[t
[=]

—
o
1

FIC gp Anfotericina B
P —
(.Ih [=]

0.5 1.0
FICqp 2'-Hidroxiflavanona

Figura 4.13 Isobologramas gerados a partir do valor de FIClso e FICIlg obtidos a partir da
associa¢io da 2’-hidroxiflavanona com farmacos de referéncia para o tratamento da leishmaniose.
(Coluna A) Valores do FIClso da associag@o da 2’-hidroxiflavanona com Anfotericina B, Antiménio e

Miltefosina, respectivamente. (Coluna B) Valores do FICI90 da associagdo da 2’-hidroxiflavanona com
Anfotericina B, Antimonio e Miltefosina. A linha tragada corresponde a linha de aditividade.
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45 Efeito da 2 -hidroxiflavanona em Leishmania amazonensis tartarato de antimonio
e potassio-resistentes

Um dos grandes problemas da quimioterapia atual é a geracdo de resisténcia pelos
farmacos de referéncia. Como solucéo tem sido buscado cada vez mais compostos que sejam
efetivos em células resistentes. Para testar um possivel efeito da 2" -hidroxiflavanona em células
desse tipo, promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas com concentracdes crescentes a
partir do ICsp de tartarato de antiménio e potassio pré-estabelecido (16puM). Ao atingirem a
passagem com 10x a concentracdo do ICsp, elas foram analisadas quanto a sua resisténcia. Um
novo ICso foi determinado, chegando a 108,3uM na célula sensivel e 1583uM na célula
resistente, provando sua resisténcia em 14,7 vezes. Vale ressaltar que a célula sensivel utilizada
na comparacdo com a resistente passou pelo mesmo nimero de passagens (32). A partir dai
investigamos um possivel efeito da 2’-hidroxiflavanona sobre promastigotas resistentes ao
tartarato de antimonio e potassio. A 2’-hidroxiflavanona se mostrou efetiva ao inibir a
proliferacdo das células resistentes, chegando a um ICsg muito similar ao 1Cso da célula sensivel

de mesmo numero de passagens (Figura 4.14, Tabela 4.8) e também da célula sensivel recente

(Tabela 4.8).
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Figura 4.14 Efeito da 2’-hidroxiflavanona em células resistentes ao tartarato de antiménio e potassio: Apos obtida
resisténcia, promastigotas —sensiveis (A) e —resistentes (B), ambas com 32 passagens foram incubadas com diferentes
concentragdes de 2’-hidroxiflavanona por 24 horas. A viabilidade foi determinada por contagem direta em camara de
Neubauer, conforme descrito no item 3.4.8.

Tabela 4.8 Comparagéo entre 1Cso de células -sensiveis e -resistentes tratadas com 2’-hidroxiflavanona
por 24horas

I1Cso —sensiveis I1Cso0 —sensiveis I1Cso —resistentes
(5 passagens) (32 passagens) (32 passagens)
20,96 pM 20,41 pM 24,34 uM
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5 Discussao

O cenério atual da quimioterapia para leishmaniose é cercado de efeitos colaterais, altos
custos e resisténcia (Gasser e cols, 1994; Sundar e cols 1998). A necessidade de buscar novos
farmacos e alvos terapéuticos que apresentem maior eficacia, facilidade e menor toxicidade,
vem crescendo nas Ultimas décadas. O surgimento de novas alternativas quimioterapicas tem
deslanchado no contexto atual, como novas formula¢es de farmacos conhecidos, 0 uso de
nanoparticulas e a terapia combinada (Croft e cols, 2011).

Um dos grandes problemas atuais € a resisténcia clinica (Sundar e cols 2011, Oullette e
cols, 2004.). Sabe-se também, que a resisténcia ao antiménio pode ser induzida por pressdo
farmacoldgica em laboratério (Liarte e cols, 2013), porém o mecanismo de acdo ainda é
misterioso.

Na tentativa de diminuir os efeitos colaterais e resisténcia, a busca por produtos naturais
tem crescido cada vez mais (Ndjonka e cols, 2013) e o destaque vem sendo dos metabdlitos
secundarios, dentre eles os flavonoides. Estes pertencem ao grupo dos polifendis e sdo
sintetizados por plantas (Schmidt e cols 2012a; Schmidt e cols 2012b). Devido as suas
propriedades farmacoldgicas, vem recebendo destaque por possuirem atividades antivirais,
antiinflamatdrias, antineopléasicas, tripanossomicidas e leishmanicidas (Weston e Mathesius,
2013; Aboulaila e cols, 2010; Guida e cols, 2007; Hoensch e Oertel, 2012; Fonseca-Silva e cols,
2011, In&cio e cols, 2012). Ainda hoje, muitos estudos desses metabdlitos ndo avancaram além
dos ensaios in vitro. Muitos devido a resultados negativos obtidos em um screening inicial,
outros a problemas de toxicidade in vitro e uma grande maioria possui resultados promissores,
porém, aguardam para serem testados (Schmidt e cols, 2012a e b).

Este estudo descreve a avaliagdo do potencial da 2’-hidroxiflavanona de abranger essas
novas vertentes da quimioterapia atual, sendo um produto natural com efeito leishmanicida e,
tendo ou ndo um possivel efeito em células resistentes e combinacdo com farmacos de
referéncia. Um passo essencial para o desenvolvimento de um novo farmaco é estudar seu
mecanismo de acao.

Nosso grupo vem estudando ao longo dos anos os efeitos de moléculas naturais em
tripanosomatideos. Em estudos anteriores, foi observado o efeito de flavonoides como a
apigenina (flavona), quercetina (flavonol) e epigalocatequina-3-galato (Fonseca e Silva e cols,
2011; Fonseca e Silva e cols, 2015; Inacio e cols, 2014), que mostraram promissores.
Analisando todos os resultados da investigacdo do mecanismo de agdo da 2’-hidroxiflavanona,

podemos ver algumas semelhancas e diferencas no efeito desses flavonoides.
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Observando a figura 4.1 nota-se que 2’-hidroxiflavanona foi capaz de inibir a
proliferacdo de promastigotas de L. amazonensis de maneira concentragdo dependente,
apresentando um ICso de 20,96 pM, em 24h, com uma inibi¢do de 74% na maior concentracao
utilizada (96 uM). Comparando este efeito da 2’-hidroxiflavanona com outros flavonoides,
observamos uma similaridade com o efeito causado em promastigotas de L. amazonensis em
24 horas pela apigenina, ja estudada pelo grupo. O ICso apresentado pela apigenina é de
23,7uM, um valor parecido com o I1Cso da 2’-hidroxiflavanona. Dentre os flavonoides estudados
pelo grupo como a quercetina, que tem seu efeito em 48 horas, e a epigalo catequina 3-gallato,
a 2’-hidroxiflavanona demonstra ter o menor 1Cso com agdo em menor tempo.

Estudos em tripanosomatideos, alguns inclusive do nosso grupo, correlacionam o
aumento de ROS com a perda de potencial de membrana mitocondrial, (Menna-Barreto, 2009;
Inécio e cols, 2014; Fonseca e Silva, 2012). Com o intuito de investigar o mecanismo de acéo,
foi avaliado o efeito da 2’-hidroxiflavanona no potencial de membrana mitocondrial e aumento
de espécies reativas de oxigénio (ROS) em promastigotas de L. amazonensis. Na Figura 4.3
podemos observar que a 2’-hidroxiflavanona se mostrou capaz de provocar a despolarizacao da
membrana mitocondrial em 24 horas de maneira concentracdo dependente, enquanto na Figura
4.5, observamos um aumento concentracdo dependente na producdo de ROS. Interpretando
estes resultados podemos sugerir uma ligacdo direta entre a inibicdo da proliferacdo de
promastigotas de L. amazonensis, a perda do potencial de membrana mitocondrial e 0 aumento
nos niveis de ROS. A Figura 4.6 ajuda a fortalecer essa ligacdo, mostrando uma correlacéo
linear extremamente positiva entre estes 3 fatores, com valores de R? bem proximos de 1 (Figura
4.6A — R*=0,96; B - R>=0,94; C - R?=0,97)

Analisando os flavonoides estudados pelo grupo percebemos a similaridade de efeitos
provocados por estes em promastigotas de L. amazonensis. A epigallo catequina 3-gallato, a
quercetina e a apigenina sdo capazes de provocar despolarizagdo da membrana mitocondrial e
também um aumento dos niveis de ROS. Curiosamente, a 2’-hidroxiflavanona difere destas por
sua correlacdo sugerir que o aumento de ROS é uma consequéncia e ndo a causa da
despolariza¢do mitocondrial.

Investigando possiveis efeitos imediatos, promastigotas foram incubadas por 3 horas
com 2’-hidroxiflavanona, mostrando um efeito similar ao de 24 horas, chegando a um ICso de
21,59 uM. Lazarin-Bidoida e colaboradores (2013) demonstraram os efeitos do eupomateoide-
5 em Tripanosoma cruzi, em 3 horas. Eupomateoide-5 pertence a classe das neolignanas,
substancias fenolicas extraidas de folhas de plantas. Neste estudo, essa neolignana foi capaz de

causar danos a membrana mitocéndrial do parasito, provocando aumento nos niveis de ROS. A
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2’-hidroxiflavanona se mostrou capaz de aumentar os niveis de ROS ja em 3 horas (Figura 4.5),
demonstrando efeitos similares a esta molécula, ambos produtos naturais.

Para investigar entdo se o aumento nos niveis de ROS seria uma possivel causa ou
consequéncia da despolarizagdo mitocondrial, promastigotas de L. amazonensis foram
incubadas com 2’-hidroxiflavanona e moléculas antioxidantes e enzimas. A Glutationa é uma
molécula antioxidante componente da tripanotiona, sistema de destoxificacdo do parasito
(Comini e cols., 2004). Ela se apresenta sob as formas oxidada (GSSG) e reduzida (GSH). Em
situacOes de estresse oxidativo, a GSH reduz ROS, formando grandes quantidades de GSSG
(Lu, 1999). Ja a N-acetilcisteina € uma substancia sintética que, devido ao seu grupo tiol,
funciona como antioxidante, além de ser capaz de induzir o aumento da glutationa intracelular.
Catalase e PEG-Catalase (polietilenoglicol-catalase possui uma cadeia lipofilica, sendo capaz
de atravessar a membrana com mais facilidade) sdo enzimas capazes de transformar peréxido
de hidrogénio (H202) em subprodutos que um organismo é capaz de eliminar (H20 + O>).

O tratamento com esses antioxidantes mostrou ndo ser eficaz em proteger as células da
inibicdo provocada pela 2’-hidroxiflavanona (Figura 4.7). Este resultado fortalece a ideia de
gue a mitocéndria é o alvo primario da 2’-hidroxiflavanona e como consequéncia, ha um
aumento de ROS. Comparando com outros produtos naturais, este resultado se mostra bastante
similar a outro protétipo estudado pelo grupo, a LQB-118, uma pterocarpanoquinona. Estudos
mostram que a LQB-118 age diretamente na mitocondria do parasito e quando incubada com
antioxidantes, estes também ndo sdo capazes de reverter o efeito inibitério por ela provocado
(Ribeiro e cols, 2013).

Apos demonstrar a atividade da 2’- hidroxiflavanona na forma encontrada no inseto
vetor, fomos investigar se 0 composto também seria eficaz na forma intracelular encontrada no
hospedeiro vertebrado. Assim como em promastigotas, a 2’- hidroxiflavanona também se
mostrou eficiente no controle da infec¢do causada por L. amazonensis em macrdfagos murinos,
no tempo de 72 horas (Figura 4.8). A 2’- hidroxiflavanona néo foi toxica para os macrofagos
murinos (Figura 4.9), mostrando uma inibigc&o dose-dependente na proliferagdo das amastigotas
intracelulares (Figura 4.8 e 4.10). A Tabela 4.1 indica os valores de 1Cso dos macréfagos e
amastigotas quando submetidas ao tratamento com 2’- hidroxiflavanona por 72 horas. A partir
desses dados, foi calculado o indice de seletividade. Segundo Weniger e cols, 2001, considera-
se que a eficacia biologica ndo € devido a citotoxicidade in vitro quando este indice é > 10.
Nesse caso, 2’- hidroxiflavanona mostrou-se bastante seletiva em induzir danos apenas nas
amastigotas intracelulares, apresentando um indice de seletividade de 21,30

em 72 horas.
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Comparando os dados do grupo, a 2’-hidroxiflavanona demonstra ser mais seletiva para
a amastigota do que a Quercetina e a Apigenina, flavonoides estudados pelo grupo. Ambas
possuem indice de seletividade igual a 16,8 e 18,18 respectivamente, embora o 1Cso para
amastigota da 2’-hidroxiflavanona seja similar ao da Quercetina, com valores de 3,38 uM e 3,4
MM respectivamente. A LQB 118, testada por Costa e cols. (2014), demonstrou atividade
também em L. braziliensis, demonstrando um ICso de 3,4 UM em promastigotas, 7,5 UM em
amastigotas e um perfil similar ao visto pelos flavonoides citados como o aumento de ROS e
despolarizacdo da membrana mitocondrial.

Flavonoides como a Strychnobiflavona, estudada por Lage e cols. (2015) em L.
infantum, e a Vitecetina, estudada por Rudrapaul e cols. (2014) em L. donovani, demonstrar um
perfil diferente de mecanismo de acdo dos flavonoides estudados pelo grupo. Ambas tiveram
um ICso menor que a 2’-hidroxiflavanona, 5,4 uM e 2,4 uM, respectivamente. Ja em termos de
seletividade, a Vitecetina se mostrou muito seletiva com um indice de 133, diferente da
Strychnobiflavnona, que demonstrou um indice de 6,6. Curiosamente, a Strychnobiflavnona
ndo foi capaz de promover aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ndo provocou
despolarizacdo da membrana mitocondrial. J& a Vitecetina parece atuar aumento os niveis de
NO, modulando a expressao da enzima iNOS2 (6xido nitrico sintase induzida).

Observando os dados in vitro de mecanismo de acdo e atividade leishmanicida, podemos
observar as diferengas encontradas no efeito da 2’-hidroxiflavanona com os flavonoides
citados. Essas diferencas podem estar relacionadas com a estrutura dos compostos e 0s
substituintes. Voltando as Figuras 1.8 e 1.9, comparando as estruturas, observamos que as
diferencas bésicas sdo de posicdo e nimero de hidroxilas e a presenca ou auséncia de ligacdo
dupla no anel B. Shin e cols. (2012) e Hsiao e cols. (2007) demonstram claramente esta
diferenca de atividade dentro uma mesma classe ou classe diferente. Os dois promovem
experimentos em células de cancer, comparativos entre a flavanona, a taxolina (flavanonol) e
algumas hidroxiflavanonas que diferem apenas na posi¢ao da hidroxila. Em ambos, a 2’-
hidroxiflavanona demonstra ser mais efetiva do que a flavanona, a 3’-hidroxiflavanona, a 4’-
hidroxiflavanona, a 6’-hidroxiflavanona, a 7°-hidroxiflavanona, a narigenina e a taxifolina. Em
relagdo a quercetina e a apigenina por exemplo, a 2’-hidroxiflavnaona demonstra ter um efeito
mais rapido, um mecanismo de acao aparentemente diferente, além de uma seletividade maior
para amastigotas.

Um recurso que vem sendo cada vez mais utilizado € a analise in silico de moléculas. A
vantagem dessa analise €, dentro a confiabilidade do banco de dados e da plataforma utilizada,
poder aprovar ou descartar moléculas, caso seus parametros estejam muito fora dos valores de

referéncia, além de auxiliar na escolha de doses e vias de administracdo. No intuito de
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extrapolar os efeitos in vitro observados da 2’-hidroxiflavanona para o modelo in vivo,
avaliamos as propriedades ADMET da 2’-hidroxiflavanona (Tabela 4.3) bem como sua
aderéncia na regra dos 5 de Lipinski (Tabela 4.4).

Observando o resultado, os parametros analisados pela plataforma pkCSM e as regras
de Lipinsk, podemos inferir que a analise da 2’-hidroxiflavanona se mostrou favoravel.
Parametros como absorcao intestinal, permeabilidade em Caco-2 (linhagem de adenocarcinoma
de célon humano que mimetiza o epitélio gastrointestinal), permeabilidade a barreira hemato-
encefalica, clearance e hepatotoxicidade sugerem a boa disponibilidade oral da 2’-
hidroxiflavanona.

Ainda considerando a analise ADMET, a 2’-hidroxiflavanona se mostrou inibidora de
2 enzimas do complexo citocromo P450 (CYP450 1A2 e 2C19), responsaveis pela
metabolizacdo de muitos farmacos como antidepressivos (clomipramina e imipramina),
antipsicoticos (clozapina), agonistas ou antagonistas de receptores (propanolol, losartana), anti-
inflamatorios ndo esteroidais (diclofenaco e ibuprofeno), e inibidores de bomba de proétons
(omeprazol). Este resultado sugere que o uso da 2’-hidroxiflavanona pode atrapalhar o
metabolismo desses farmacos, aumentando seus niveis séricos. Como ponto favoravel, a 2’-
hidroxiflavanona ndo mostrou ser um provavel inibidor promiscuo das CYP450.

Parametros como P-glicoproteina e hERG compB8em o entendimento da absorcéo e
toxicidade da 2’-hidroxiflavanona. As P-glicoproteinas (Pgps) estdo associadas diretamente
com o fluxo e efluxo de farmacos dentro das células (Padowski e Pollack, 2010). Quando
inibidas, as Pgps interrompem o efluxo dos farmacos, provocando seu acimulo dentro das
células. Esse acimulo pode ser prejudicial para a célula. Além disso, a inibicdo de Pgps pode
interferir com a farmacocinética de outros farmacos se houver administracdo concomitante,
prejudicando assim seus efeitos. O gene hERG é responsavel por codificar uma subunidade de
canais de potassio, conhecido por controlar diretamente os impulsos elétricos do coracdo. Uma
vez blogueados, esses canais provocarao alteracdes cardiacas serias, que pode levar a toxicidade
do organismo como um todo.

Além dos parametros classicos das plataformas de analise ADMET, a pkCSM ainda nos
da os valores preditivos para dose de administragdo da 2’-hidroxiflavanona para humanos e
também para modelo de roedor. Esses valores ajudam a escolha de doses possiveis para
experimentos in vivo.

Quando comparada, na analise de parametros de Lipinski, a farmacos de referéncia
como a miltefosina e o antimoniato de meglumina (Glucantime), a 2’-hidroxiflavanona se
mostra favoravel ja que os dois farmacos citados violam, cada um, uma regra, enquanto a 2’-

hidroxiflavanona ndo possui nenhuma violacgéo.
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A partir dessas analises, foi realizado o estudo in vivo, utilizando a dose de 50mg/kg/dia.
Esta dose foi estipulada ap6s os resultados dos parametros ADMET onde a a anélise sugere
uma dose méxima tolerada de 18,88 mg/kg/dia para humanos. A conversdo desse valor para
modelo murino foi feita através da formula: Dose animal = km humano/km animal x dose
humano, onde o km murino é 3 e 0 humano 37, chegando ao valor proposto de uma dose de
232,85 mg/kg. Definida a dose, iniciou-se o tratamento. A lesdo foi medida 2 vezes por semana
para acompanhamento. A 2’-hidroxiflavanona se mostrou efetiva no controle de leséo, tendo
um efeito significativamente maior que o farmaco de referéncia (Figura 4.11). Além disso,
testes sorologicos ¢ hematoldgicos realizados mostraram que a 2’-hidroxiflavanona néo
provocou alteracOes significativas de pardmetros bioguimicos e hematolégicos (Tabela 4.4),
ndo sendo toxica para 0s animais.

A importancia de sugerir novas alternativas para o tratamento da leishmaniose nao sé
em casos de resisténcia, provocou um crescimento dos estudos de uma terapia combinada (Das
e cols, 2001). Um grande exemplo é a combinacao entre a paramomicina e o estibugluconato
de sodio que, incentivada pelo DNDi, foi implementada em 2010 pela OMS na Africa (DNDi,
2016). Apesar das doses de ambos ndo terem sido diminuidas, houve a diminuicéo do tempo de
tratamento (de 30 para 17 dias), um menor custo, além de alcancar resultados melhores a longo
prazo.

Ao longo dos anos, com os resultados positivos das combinagdes estudadas,
metodologias foram aperfei¢coadas para provar a eficiéncia da associacdo de compostos (Croft
e cols, 2013). Avaliamos entdo o efeito da 2’-hidroxiflavanona em combina¢do com farmacos
de referéncia para o tratamento da leishmaniose, como a Anfotericina B, o Antiménio e a
Miltefosina. Como em todo experimento de associacdo, espera-se que o efeito seja sinérgico,
porém nao podemos descartar a importancia de um efeito aditivo. Em Mesquita e cols, 2013, a
combinacdo de farmacos de referéncia com o nitazoxanide mostrou ndo ter um efeito geral
sinérgico e sim aditivo, porém em algumas propor¢des de combinacdo, o valor do FICI se
aproximou de um possivel efeito sinérgico, mostrando que aquela combinagdo pode trazer
resultados positivos, como menores efeitos colaterais e toxicidade. Ao observar os resultados
da 2’-hidroxiflavanona em promastigota, vemos que esta seguiu 0 mesmo padrao citado acima,
mostrando no geral um efeito aditivo, porém em algumas proporc¢des, um efeito bem préximo
de sinérgico (Figuras 4.13 e 4.14, Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7). O proximo passo sera investigar esse
efeito da associacdo em amastigotas intracelulares.

Sabemos que um dos grandes problemas da quimioterapia atual é a geracdo de
resisténcia, e esta, estd muito ligada ao medicamento de primeira escolha, 0s antimoniais

(Oullette et all, 2004). Assim, induzimos resisténcia por pressao farmacologica (Liarte e cols,
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2011) em promastigotas de L. amazonensis, até chegar a 10 vezes o ICso previamente
estabelecido. A confirmagéo da resisténcia foi feita, mostrando uma resisténcia de quase 15
vezes em relacdo as células sensiveis de mesma passagem. A partir dai foi avaliado o efeito da
2’- hidroxiflavanona em promastigotas resistentes ao tartarato de antiménio e potassio. A 2’-
hidroxiflavanona se mostrou efetiva, inibindo a proliferacdo de maneira concentracéo
dependente (Figura 4.14), demonstrando ainda um ICso préximo ao I1Cso das promastigotas
sensiveis ao tartarato de antiménio e potassio, 24,34 UM e 20,96 UM, respectivamente (Tabela
4.8).

Juntos, esses resultados sugerem o potencial da 2’-hidroxiflavanona de contemplar as
trés principais vertentes da quimioteria atual da leishmaniose que s&o a busca por novos
farmacos menos tdxicos e naturais (tendo uma boa atividade in vitro e in vivo), a possibilidade
de uma terapia combinada bem sucedida e o efeito sobre células resistentes. A 2’-
hidroxiflavanona se mostrou eficaz em preencher esses 3 quesitos, porém, estudos mais
aprofundados sobre mecanismo de agdo, farmacocinética, resisténcia, e combinacdo de
farmacos precisam ser realizados para que, no futuro, a 2’-hidroxiflavanona possa entrar para

0 quadro quimioterapico da leishmaniose.
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6 Conclusao

A 2’-hidroxiflavanona é capaz de inibir a proliferagdo de promastigotas de L.
amazonensis a partir de 3 horas de tratamento, provocando um dano mitocondrial que leva ao

aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio.

Enzimas e moléculas antioxidantes ndo sdo capazes de proteger promastigotas de L.

amazonensis do efeito provocado pela 2’-hidroxiflavanona.

A 2’-hidroxiflavanona é capaz de diminuir o indice de infeccdo em macrofagos
peritoneais murinos, demonstrando um bom indice de seletividade, ndo sendo toxica para 0s

macrofagos nas concentracdes utilizadas.

O estudo in silico da 2’-hidroxiflavanona a coloca como uma boa candidata a
administracdo oral por ndo violar a regra dos 5 de Lipinski e ter boas propriedades na
avaliacdo ADMET.

A 2’-hidroxiflavanona, administrada por via oral, se mostrou capaz de diminuir o
tamanho da lesdo e a carga parasitaria em relacéo ao controle e ao farmaco de referéncia

utilizado no estudo in vivo.

A combinagdo entre a 2’-hidroxiflavanona e farmacos de referéncia mostrou ter efeito

aditivo.

A 2’-hidroxiflavanona foi capaz de inibir a proliferacdo de promastigotas de L.
amazonensis resistentes ao tartarato de antiménio e potassio (Sblll) de maneira similar a

inibicdo provocada em células sensiveis.

Juntos, os resultados in vitro, in silico e in vivo, sua associacdo e efeito em células
resistentes, sugerem a 2’-hidroxiflavanona como uma boa possibilidade & quimioterapia da

leishmaniose.
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