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RESUMO
No Brasil, a doenga de Chagas e as leishmanioses tém importante impacto na saude

publica. Os farmacos usados no tratamento dessas enfermidades apresentam
limitagbes que tornam necessaria a busca por novas alternativas terapéuticas.
Nesse sentido, no presente estudo foram selecionados sete produtos naturais
bioativos (PNB) e um derivado de produto natural (dPNB) e suas atividades
tripanocida e leishmanicida foram determinadas e/ou confirmadas. A eleuterine, a
tiofenonaftoquinona (TNQ) e a aurentiacina foram descritas como leishmanicidas
pela primeira vez, sendo suas atividades antiamastigota de 99, 99 e 98 %,
respectivamente. O lapachol, a chalcona 1 e a chalcona 2 tiveram o efeito
leishmanicida confirmado com atividade de 85, 99 e 99 %, respectivavente.
Nenhuma substéncia foi considerada ativa no modelo de T. cruzi utilizado. Devido as
quantidades de substancias disponiveis, apenas o lapachol e a TNQ tiveram seus
mecanismos de acdo leishmanicida estudados. As concentragdes inibitérias de 50%
(Clsg) da TNQ foram inferiores aquelas do lapachol em promastigotas (2 e 25 uM),
amastigotas recuperadas de lesdo (22 e 224 yM) e amastigotas intracelulares (7,4 e
84 uM). A razao entre a Clsp em amastigotas intracelulares e macréfagos foi utilizada
para o calculo do indice de seletividade, sendo este 3,8 para o lapachol e 7,7 para a
TNQ. Os PNB e dPNB leishmanicida foram avaliados quanto a atividade inibitéria da
enzima tripanotiona redutase (TR), sendo que nenhum foi capaz de inibir a enzima.
Os efeitos induzidos por TNQ e lapachol sobre a atividade mitocondrial de
promastigotas foram avaliados por citometria de fluxo e respirometria. O tratamento
com lapachol induziu perda do potencial de membrana mitocondrial e reduziu o
consumo de oxigénio pelos parasitos. Por sua vez, a TNQ n&o alterou esses
parametros. Analises de microscopia eletrbnica de transmissao mostraram que o
tratamento com lapachol ou TNQ induziu danos no complexo de Golgi e na bolsa
flagelar, formagao de vesiculas e perfil de autofagia. O lapachol, mas ndo a TNQ,
também induziu alteragdes ultraestruturais nas mitocondrias das promastigotas. Em
conjunto, os resultados permitem propor que a mitocéndria seja um importante alvo
celular para o lapachol. Uma vez que a TNQ nédo causou alteragdes na mitocondria
dos parasitos, mas induziu danos em outras organelas, pode-se propor que seu
mecanismo de acdo esteja relacionado a inducdo de estresse oxidativo. Este
trabalho reforgca a importancia dos PNB na descoberta de novas substancias
bioativas, as quais podem ser objeto de estudos de mecanismos de agao, a fim de
se expandir o conhecimento disponivel para o processo de desenvolvimento de
novos farmacos usados para o tratamento de endemias que afligem milhdes de
pessoas como as leishmanioses e a doenga de Chagas.
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ABSTRACT
In Brazil, Chagas disease and leishmaniasis cause great impact on public health.

The drugs currently used to treat these diseases have limitations that make
necessary the search for new therapeutic alternatives. In this context, seven
bioactive natural products (BNP) and one derivative (BNPd) were selected for
investigations. Their trypanocidal and leishmanicidal activities were detected or
confirmed. Eleutherine, naphthothiophenquinone (TNQ) and aurentiacin had their
leishmanicidal activity described for the first time in this study, reducing almost 100%
of the parasites growth. Lapachol, chalcone 1 and chalcone 2 had their
leishmanicidal activity confirmed. None were active on T. cruzi intracellular
amastigote and trypomastigote model. Because of the available amounts of
compounds, only lapachol and TNQ had their leishmanicidal mechanism of action
studied. The inhibitory concentrations of 50% of the parasite growth (ICs) induced by
TNQ were inferior of that of lapachol in promastigotes (2 uM and 25 puM), lesion
derived amastigotes (22 yM and 224 pM) and intracellular amastigotes (7.4 yM and
84 uM). The ratio between the ICsp on macrophages and intracellular amastigotes
was used to calculate the selectivity index, lapachol’s was 3.8 and TNQ’s was 7.7.
The leishmanicidal BNP and BNPd were evaluated as to their ability to inhibit
trypanothione reductase (TR) and none of the compounds were able to inhibit the
enzyme. The effects induced by the compounds on promastigotes mitochondrial
activity were assessed using flow citometry and respirometry. Treatment using
lapachol induced loss of mitochondrial membrane potential and reduced oxygen
consumption by the parasites. On the other hand, TNQ did not alter those
parameters. Transmission electron microscopy showed that lapachol and TNQ
induced damage to the Golgi complex, flagellar pocket, formation of vesicles and
autophagy profile. Lapachol, but not TNQ, induced ultrastrucutral alterations on
promastigotes mitochondria. These results suggest that mitochondria are an
important target for lapachol. As TNQ did not alter the parasites mitochondrial
function or structure, but induced important ultrastructural alterations in other
organelles, we can assume that its mechanism of action could be related to induction
of oxidative stress. The present work reinforces the importance of BNP in the
discovery of new active compounds that can be used for mechanism of action
studies, contributing to the knowledge required for drug development to treat
diseases that afflict millions of people worldwide such as leishmaniasis and Chagas
diseases.
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1 INTRODUCAO
As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um grupo de infecg¢des

gque ameagam as vidas de mais de um bilhdo de pessoas em todo o0 mundo. A
maioria das pessoas afetadas origina-se de populagbes pobres de paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, constituindo um mercado pouco
atraente para investimentos em pesquisa e desenvolvimento de farmacos pelo
setor privado (World Health Organization, 2010b). No intuito de sustentar a luta
contra o impacto global das DTN, a Organizacao Mundial de Saude publicou o
segundo relatério sobre DTN em 2013. S&o 17 doengas e dentre elas estdo as
leishmanioses e a doenga de Chagas (World Health Organization, 2013).

A doenga de Chagas € causada por infecgdo pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e sua principal forma de transmissdo € a vetorial. Os
triatomineos, que s&o os insetos vetores, defecam durante o repasto sanguineo
e o parasito presente em suas fezes penetra na pele do hospedeiro no local da
picada (Rassi e Marin-Neto, 2010). A doenga de Chagas apresenta duas fases
clinicas distintas: aguda e crénica. A fase aguda é na maioria dos casos
assintomatica e na fase cronica, a manifestacao clinica mais importante é a
cardiopatia chagasica. Aproximadamente sete a oito milhdes de pessoas estédo
infectadas em todo o mundo, a maioria em areas endémicas da América Latina
(World Health Organization, 2013). No Brasil, existem aproximadamente dois a
trés milhdes de pessoas infectadas e seis mil dbitos sdo registrados todos os
anos (Martins-melo et al., 2012).

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas causadas por cerca de
20 espécies de protozoarios do género Leishmania. Estes protozoarios s&o
transmitidos para o homem através da picada de fémeas de dipteros da
subfamilia Phlebotominae. As formas clinicas das leishmanioses podem ser
classificadas em leishmaniose visceral, mucocutdnea, cutédnea e cutanea
difusa. Esta variagdo ocorre conforme a espécie de Leishmania envolvida e a
resposta imune do hospedeiro (Desjeux, 2004). As leishmanioses sao
prevalentes em cinco continentes e aproximadamente 1,3 milhdes de novos
casos ocorrem anualmente. Sdo estimadas 20.000 a 40.000 mortes anuais
causadas por leishmaniose visceral no mundo (World Health Organization,
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2013). De 1980 a 2005 foram notificados 59.129 casos de leishmaniose
visceral no Brasil (Harhay et al., 2011).

Os farmacos usados no tratamento dessas duas endemias sao toxicos,
de alto custo e apresentam eficacia limitada, tornando urgente a busca por
novas alternativas terapéuticas (Amato et al., 2008; Schmidt et al., 2012a).
Para tanto, é necessario descobrir novas substancias ativas em modelos in
vitro e in vivo, visando ao desenvolvimento de novos farmacos (Pritchard et al.,
2003). Este processo € complexo, lento e de alto custo, fatores estes que
causam grande impacto quando se trata de desenvolvimento de farmacos para
doengas neglicenciadas. Sendo assim, de 1975 até 2010 apenas 13 novos
farmacos para doengas negligenciadas foram desenvolvidos (Moran et al.,
2005; Newman e Cragg, 2012).

Os produtos naturais sdo importantes na busca por novas substancias
bioativas, tendo sido utilizados como base para o desenvolvimento de
medicamentos. Para se ter uma ideia, uma grande fracdo dos farmacos
aprovados para consumo nos ultimos 30 anos tem sua origem na natureza,
principalmente nas areas de cancer e doencgas infecciosas onde mais de 60 %
e 75 % destes farmacos, respectivamente, tem origem natural (Newman et al.,
2003; Newman e Cragg, 2012).

Varias etapas compdem o processo de descoberta de novos farmacos
(Pritchard et al., 2003) As etapas de identificagcdo de alvos e os estudos de
mecanismos de agdo sdo muito importantes neste processo (Schenone et al.,
2013). Estas informagdes podem contribuir para a identificagdo de novos alvos
farmacolégicos, para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
(Sen e Chatterjee, 2011), bem como predizer a seletividade, a toxicidade e

auxiliar na otimizagdo compostos promissores (Nature, 2010).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Investigar a atividade e o mecanismo de agdo de produtos naturais

visando contribuir com o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento das leishmanioses e da doenga de Chagas.

2.2 Objetivos Especificos
e Selecionar, dentre os PNB (antitumorais, leishmanicida, tripanocida,

fungicidafungicidas) isolados e/ou seus derivados (dPNB) sintetizados
no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LQPN) do Centro de
Pesquisas René Rachou, aqueles que:

o Possuam atividade biolégica descrita;

o Nao tenham seus mecanismos de agao determinados;

e Confirmar a identidade, verificar o grau de pureza e estabilidade das

substancias;

e Determinar e/ou confirmar in vitro a atividade leishmanicida e/ou
tripanocida dos PNB e dPNB selecionados na concentragdo de 20

Mg/mL;

e Determinar o indice de seletividade (IS) dos PNB e dPNB selecionados.

e Determinar os mecanismos de acdo dos PNB e dPNB selecionados por
meio de:
o Investigacdo da atividade inibitéria da enzima tripanotiona
redutase;
o Analise de possiveis danos mitocondriais;

o ldentificacdo dos alvos celulares.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Doeng¢a de Chagas
3.1.1 Epidemiologia

Estudos paleoparasitolégicos relatam a presenga de DNA de T. cruzi em
mumias, demonstrando que a doencga de Chagas afeta os homens ha mais de
9.000 anos (Aufderheide et al., 2004). Entretanto, a patologia s6 foi descoberta
e descrita em 1909, pelo médico brasileiro Carlos Chagas (Rassi e Marin-Neto,
2010). Esta endemia era conhecida por afetar apenas as Américas,
principalmente a Ameérica Latina. Varios programas de controle implementados
a partir da década de 70, envolvendo paises do cone sul, foram responsaveis
pela eliminagao do principal vetor, o Triatoma infestans, por meio do uso de
inseticidas. Assim, a incidéncia de novas infecgdes por T. cruzi no continente
Sul Americano diminuiu 70 % (Moncayo e Silveira, 2009; Pinto Dias, 2011).

Houve, entretanto, uma mudanca de cenario nas ultimas décadas.
Devido a mobilidade da populagado, existem relatos de casos de doenga de
Chagas em paises da América do Norte, da Europa, no Japao e na Australia
(World Health Organization, 2010b).

Assim, mais de um século apés o seu descobrimento, a doenga de
Chagas permanece um importante problema de saude publica, principalmente
nos paises da Ameérica Latina, onde a enfermidade é endémica e responde por
consideraveis taxas de morbidade e mortalidade, acometendo de 7 a 8 milhdes
de pessoas (Figura 1) (Moncayo e Silveira, 2009; World Health Organization,
2010).
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Figura 1: Distribuicdo global de casos da doenga de Chagas, baseado em estimativas oficiais,
2006-2010. Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial de Salde, 2013 (World Health
Organization, 2013)

3.1.2 Transmissao e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana € causada pelo

protozoario Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae (Rodriques Coura e de Castro, 2002). O T. cruzi é
transmitido ao homem e a mais de 150 espécies de mamiferos principalmente
por insetos da subfamilia Triatominae. Mais de 130 espécies de triatomineos ja
foram identificadas, mas apenas algumas tém capacidade vetorial. Os vetores
mais importantes na transmissdo do T. cruzi sao o Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus, e Triatoma dimidiata (Rassi e Marin-Neto, 2010). O ciclo do
protozoario € mantido entre insetos e mamiferos silvestres, o que representa
um risco de restabelecimento da transmissdo em areas onde atualmente esta
nao ocorre (Moncayo e Silveira, 2009).

Embora a transmissdo vetorial da doenca tenha diminuido de forma
drastica no Brasil e em outros paises devido a implementacdo de agdes de
controle vetorial, outras formas como a transfusional, vertical, acidental de
laboratério e oral contribuem para a propagagdo da doenca (Moncayo e
Silveira, 2009; Rassi e Marin-Neto, 2010; Pinto Dias, 2011). O risco de se
contaminar ao receber transfusdo de um doador infectado € menor que 20%.
Felizmente, na maioria dos paises da América Latina a verificagdo da presenca

de T. cruzi no sangue de bancos de sangue é compulsoria, na tentativa de
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diminuir a transmissao transfusional (Moncayo e Silveira, 2009; Rassi e Marin-
Neto, 2010).

Por sua vez, a transmissao oral é rara, mas geralmente responsavel por
surtos de casos agudos em areas ndo endémicas. A ingestdo de alimento
contaminado como cana de acucar, sucos frescos, acai, ou carne crua de
animais contaminados, geralmente ocasiona uma infestagdo com grande
numero de parasitos no sangue, resultando em casos agudos graves e até a
morte (Pereira et al., 2009; Rassi e Marin-Neto, 2010).

O ciclo de vida do T. cruzi é heteroxénico. O ciclo se inicia quando o
triatomineo vetor se contamina ao fazer o repasto sanguineo em um mamifero
contaminado. As formas epimastigotas se multiplicam no intestino do inseto e
ocorre a transformagdo para a forma tripomastigota metaciclica, que sera
eliminada pelas fezes no préximo repasto sanguineo. Os parasitos presentes
nas fezes entram na corrente sanguinea do mamifero através das mucosas ou
de lesbes na pele e podem infectar qualquer célula, onde a forma amastigota
se multiplica por divisdo binaria (Rassi e Marin-Neto, 2010; Vega Royero e
Sibona, 2014) (Figura 2).
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Figura 2: Representacédo esquematica da transmissao vetorial e do ciclo de vida do T. cruzi.
Fonte: Adaptado de Rassi & Martin-Neto, 2010 (Rassi e Marin-Neto, 2010)

3.1.3 Fisiopatologia da doenga de Chagas
A fase inicial da doenga € denominada fase aguda e dura de quatro a

oito semanas. Esta fase pode ser assintomatica ou podem ocorrer sintomas
que aparecem de uma a duas semanas apos a infecgdo, como febre, dores
musculares, aumento do tamanho do figado e bago e miocardite. Geralmente
ha intenso parasitismo em todos os 6rgdos. Nesta fase, menos de 10% dos
casos sao diagnosticados e de 5% a 10% evoluem para morte (Maya et al.,
2010; Rassi e Marin-Neto, 2010).

Cerca de 70% dos pacientes ndo desenvolvem a forma clinica da
doenga. Estes individuos s&o portadores da forma indeterminada,
caracterizada pela auséncia de sinais ou sintomas perceptiveis. Os outros 30 a
40% dos pacientes evoluem para a fase crénica da doenga (Rassi e Marin-
Neto, 2010).
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A fase crbénica da doencga de Chagas pode ocorrer na forma cardiaca,
digestiva ou cardiodigestiva (Rassi e Marin-Neto, 2010). A forma cardiaca é
caracterizada por insuficiéncia cardiaca biventricular, arritmias e
tromboembolismo. Os sintomas sdo dores no peito, tontura, sincope e
palpitacbes (Maya et al., 2010). A morte subita é responsavel por dois tergos
dos obitos de pacientes chagasicos cardiacos (Rassi e Marin-Neto, 2010). A
forma digestiva, megaesd6fago ou megacdlon, ocorre em 10 a 15% dos
pacientes crbénicos, geralmente ao sul da bacia Amazénica. Os sintomas do
megaesbdfago sado dor epigastrica, disfagia, regurgitacdo, dor ao deglutir,
ptialismo e ma nutricdo em casos graves. Os sintomas do megacoélon sao
constipacdo, distensdo abdominal e obstrugdo intestinal. A associagédo da
forma digestiva com a forma cardiaca é a forma cardiodigestiva. A prevaléncia
desta forma ndo & conhecida devido a falta de estudos (Rassi e Marin-Neto,
2010).

A leséo nos tecidos e 6rgaos que ocorre durante a doenga de Chagas é
causada pelo proprio parasito e pela resposta inflamatéria que seus antigenos
desencadeiam no sistema imune do hospedeiro. Durante a fase cronica, o
equilibrio entre o controle da carga parasitaria pelo sistema imune e os danos
causados pela inflamacgéo determinam o curso da doenca. Se a resposta imune
reduzir a carga parasitaria e a inflamagdo causar o minimo de lesdes possivel,

esta resposta sera considerada eficiente (Rassi e Marin-Neto, 2010).

3.1.4 Diagnostico
O diagnéstico da fase aguda da doencga € realizado pela detecgao

microscopica de tripomastigotas no sangue. Na fase crbnica, o diagndstico
clinico é baseado em anormalidades encontradas no eletrocardiograma. Como
a parasitemia € baixa, a presenga de anticorpos IgG contra T. cruzi deve ser
detectada por ao menos dois métodos soroldgicos diferentes para confirmar o
diagnostico. Os métodos sorolégicos mais usados sdo o ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), a imunofluorescéncia indireta e a
hemaglutinagdo direta. Em casos de sorologia inconclusiva, pode-se utilizar a
técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Apesar de ser uma
técnica muito sensivel devido a detecgdo do DNA do parasito no sangue do

hospedeiro, a PCR nédo é empregada em diagndsticos de rotina devido a
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necessidade de instalagdes especificas de laboratério (Rassi e Marin-Neto,
2010).

3.1.5 Quimioterapia
Os farmacos mais utilizados no tratamento da doenca de Chagas sao o

nifurtimox e o benzonidazol. O tratamento é altamente recomendado em todos
os casos agudos, congénitos, de reativacdo da infecgdo, em criangas e
pacientes com até 18 anos de idade com a forma crénica da doencga. Pacientes
crénicos com 19 a 50 anos de idade sem danos cardiacos avangados também
devem ser tratados. O beneficio do tratamento para pacientes crénicos com
mais de 50 anos de idade nao foi comprovado (Rassi e Marin-Neto, 2010).

O nifurtimox teve sua comercializagdo descontinuada no Brasil,
Argentina, Chile e Uruguai desde a década de 80 (Rodriques Coura e de
Castro, 2002). Seu mecanismo de agao envolve a sua metabolizagdo, que
produz espécies reativas de oxigénio as quais sdo acumuladas pelo T. cruzi,
ocasionando danos na membrana e no DNA do parasito (Maya et al., 2007). Os
efeitos colaterais mais frequentes causados por este farmaco sao: anorexia,
perda de peso, nauseas, vomito, diarréia, excitabilidade ou sonoléncia e
alteragbes psiquicas (Rodriques Coura e de Castro, 2002).

O benzonidazol € um derivado imidazdlico cujo mecanismo de agao
envolve a formacao de radicais livres e/ou de metabdlitos eletrofilicos, que
fazem ligagbes covalentes com varias macromoléculas do parasito (Maya et al.,
2007, 2010), além de inibir a sintese de RNA e de proteinas (Polak e Richle,
1978). Embora o benzonidazol seja o principal farmaco usado no tratamento
para doenga de Chagas, sendo o mais seguro e eficaz disponivel, ele
apresenta uma taxa meédia de cura parasitolégica de apenas 60% na fase
aguda e de 5 % a 20 % na fase cronica, além de causar graves efeitos
adversos como agranulocitose, neutropenia, febre, septicemia e purpura
trombocitopénica (Cangado, 2002; Rodriques Coura e de Castro, 2002).

Alguns farmacos como o alopurinol, itraconazol e outros medicamentos
em uso clinico registrados originalmente para o tratamento de hiperuricemia
(alopurinol) e infecgdes fungicas, respectivamente, também foram testados

para tratamento da doenga de Chagas. Entretanto, nenhum demonstrou ser
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superior ao nifurtimox ou ao benzonidazol por diversos motivos como
toxicidade, baixa solubilidade ou baixa eficacia clinica (Maya et al., 2010).

A taxa de cura parasitologica insatisfatéria em pacientes chagasicos na
fase cronica pode estar associada a caracteristicas bioldgicas do parasito,
localizagao intracelular, além de outros fatores ainda n&o conhecidos (Urbina e
Docampo, 2003; Tarleton et al., 2007). Além disso, diferentes autores
comprovaram a resisténcia natural ou induzida do T. cruzi aos derivados de
nitroheterociclicos disponiveis para uso clinico. (Filardi e Brener, 1987; Croft,
1997; Urbina e Docampo, 2003; dos Santos et al., 2012)

Os esforcos para a busca de farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas resultam em um grande numero de novos alvos e novas substancias
ativas, porém, principalmente deivdo a falta de financiamento, pouco se investe
em estudos posteriores para o desenvolvimento desses candidatos a farmacos
(Tarleton et al., 2007).
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3.2 Leishmanioses
3.2.1 Epidemiologia
As leishmanioses séo endémicas em 98 paises e sua distribuicdo tem se

expandido devido a movimentagdo da populagdo (Alvar et al., 2012; World
Health Organization, 2013) (Figuras 3 e 4). No Brasil, a migragdo em massa de
pessoas para areas urbanas mudou o perfil epidemiolégico da doenca. A
transmissao das leishmanioses, que ocorria principalmente em zonas rurais,
passou a ser registrada também em areas urbanas (World Health Organization,
2010b). Atualmente, sdo notificados mais de 3400 casos de leishmaniose
visceral por ano no pais e o processo de urbanizacdo da doencga atingiu
cidades como Teresina, Natal, Fortaleza, Sao Luis e Belo Horizonte (Lemos et
al., 2009; Werneck, 2010; Harhay et al., 2011; Alvar et al.,, 2012). Em Belo
Horizonte, nos anos 2013 e 2014 foram notificados 72 casos de leishmaniose
visceral, dos quais 11 evoluiram para 6bito (Prefeitura de Belo Horizonte, 2013
e 2014).
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Figura 3: Distribuigao global da leishmaniose visceral, 2010. Fonte: Organizagao Mundial de
Saude, 2013 (World Health Organization, 2013)
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Figura 4: Distribuicdo global da leishmaniose cutanea, 2010. Fonte: Organizagdo Mundial de
Saude, 2013 (World Health Organization, 2013)

O real fardo econ6mico e social das leishmanioses é subestimado. Os
estudos realizados levam em consideragao apenas os gastos com o tratamento
dos pacientes, enquanto a maioria das pessoas afetadas vive em areas
remotas e ndo busca assisténcia médica. As estimativas de anos vividos com
inaptiddes decorrentes das leishmanioses néo levam em consideragao as
deformidades causadas pelas formas cutdnea e mucocutanea, que muitas
vezes geram consequéncias psicossociais tais como a exclusdo da pessoa
doente pela sociedade (World Health Organization, 2013).

Diversas formas de minimizar os impactos socioecondmicos das
leishmanioses podem trazer contribuicdes importantes. A transmissao pode ser
reduzida por meio da adogcdo de medidas de controle. Podem ser adotadas
estratégias que visam a detecgdo ativa da doenga, tratamento precoce de
casos, controle do vetor e mobilizagao social (World Health Organization,
2010a).

3.2.2 Transmissao e ciclo de vida das espécies de Leishmania
Os parasitos do género Leishmania sédo transmitidos pela picada

de flebotomineos de diversas espécies dos géneros Lutzomya e Phlebotomus.
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Nas Américas, as principais espécies de flebotomineos envolvidas sao
Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi (World Health Organization, 2004;
Harhay et al., 2011). Os vetores podem ser especificos, ou seja, que suportam
o crescimento de apenas uma espécie de Leishmania, ou permissivos, que
suportam o crescimento de mais de uma espécie (Quadro 1). As diversas
espécies de Leishmania podem ser alternativamente transmitidas por
compartiihamento de seringas, transfusdo de sangue e verticalmente.
Entretanto, esses modos de transmissdo sao raros quando comparados a

transmissao pela picada de flebotomineos (World Health Organization, 2010a).

Quadro 1: Espécies de Leishmania e seus respectivos vetores e reservatorios encontrados no

Brasil
Espécie de Espécie de Lutzomya vetor | Animal reservatério comprovado ou
Leishmania comprovado ou suspeito suspeito

L. guyanensis

Lu. umbratilis, Lu. anduzei, Lu.
whitmani

Choloepus spp., Tamandua spp.,
Didelphis spp., Proechimys spp.

L. amazonensis

Lu. flaviscutellata, Lu. longipalpis

Proechimys spp., Oryzomys spp.,
Wiedomys spp.

L. braziliensis

Lu. intermedia, Lu. whitmani, Lu.
wellcomei, Lu. complexa, Lu.
neivai, Lu. edwardsi, Lu. migonei

Canis lupus familiaris, Rattus rattus,
Akodon arviculoides, Bolomys spp.,
Nectomis spp., Thrichomys spp.

Lu. longipalpis, Lu. cruzi, Lu.

Canis lupus familiaris, Felis catus,

Lu. amazonensis, Lu. ayrozai

L. infantum / . Lycalopex velutus, Cedocyon thous,
almerio, Lu. salesi Didelphis albiventris
L. lainsoni Lu. ubiquitalis Agouti paca
Cebus apella, Chiropotes satanus,
L. shawi Lu. whitmani Nasua nasua, Bradypus tridactylus,
Choloepus didactylus
L. naiffi Lu. squamiventris, Lu. paraensis, Dasypus novemcinctus

L. lindenbergi

Desconhecido

Desconhecido

Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial de Saude, 2010 (World Health Organization 2010a)

O sistema ecolégico que mantém uma espécie de Leishmania

geralmente é composto por uma ou poucas espécies de flebotomineos e uma
ou mais espécies de reservatorios vertebrados. Varias espécies de mamiferos
domésticos ou selvagens podem ser infectadas com Leishmania e podem ser
considerados reservatérios, ou apenas hospedeiros. Reservatorios sdo aqueles
indispensaveis na manutengdo do ciclo do parasito no ambiente e na

transmissao para o homem, hospedeiros sdo aqueles que podem se infectar,

27



mas nao tém papel comprovado na manutengédo do ciclo (Roque e Jansen,
2014). Os caes domésticos, raposas e outros canideos sdo 0s principais
reservatorios de Leishmania infantum no Brasil. Por esta razdo, uma das
medidas de controle utilizadas no pais € a eliminagado de cdes soropositivos.
Entretanto, essa medida ndo tem demonstrado resultados satisfatérios, pois
seria necessario eliminar todos os cées infectados (World Health Organization,
2010a; Harhay et al., 2011).

Durante o seu ciclo de vida, os parasitos do género Leishmania séao
encontrados no intestino do inseto vetor na forma promastigota, que ¢é flagelada
e movel. A forma amastigota, que é ovalada e nao possui flagelo, é encontrada
nos fagolisossomos de macrofagos dos hospedeiros vertebrados. Embora os
macréfagos sejam o principal tipo celular a se infectar, outras células como
neutroéfilos, fibroblastos e células dendriticas também sdo susceptiveis e tém
importante papel no controle da infec¢gdo, sendo os neutréfilos, as primeiras
células a se infiltrarem no local da infeccdo (Kaye e Scott, 2011; Sen e
Chatterjee, 2011; Contreras et al., 2014; Tavares et al., 2014).

Durante o repasto sanguineo, o flebotomineo regurgita formas
promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro. Estas formas sao
fagocitadas e se transformam em amastigotas que se multiplicam por divisdo
binaria até que a célula se rompa e libere parasitos para infectar fagocitos
vizinhos. O ciclo se completa quando os fagdcitos infectados e amastigotas
presentes no sangue sao ingeridos pelos flebotomineos, onde as amastigotas

se transformam em promastigotas novamente (Figura 5) (Kaye e Scott, 2011).
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Figura 5: Representacao esquematica do ciclo de vida da Leishmania. Fonte: Adaptado de
Kaye & Scott, 2011 (Kaye e Scott, 2011)

3.2.3 Fisiopatologia das leishmanioses
As manifestagdes clinicas das leishmanioses dependem da espécie e

viruléncia do parasito, bem como da resposta imune do hospedeiro (World
Health Organization, 2004, 2010b). Na leishmaniose visceral, a forma mais
grave da doenga, os orgaos internos sao acometidos e pode ocorrer febre,
perda de peso, hepatoesplenomegalia e pancitopenia. Apos o tratamento, a
leishmaniose visceral pode evoluir para uma forma cutdnea conhecida como
leishmaniose dérmica pds-calazar. Se ndo tratada a leishmaniose visceral é
fatal em até dois anos (World Health Organization, 2010b).

No Brasil, as formas cutaneas sdo as leishmanioses mais comuns. A
forma cutanea classica causa lesdes tipicamente nos bracos, pernas e na face.
As lesdes podem se desenvolver semanas, meses ou até anos apds a
infeccdo. A lesdo inicial comega como uma papula ou nédulo no local da
inoculacdo, apos pelo menos uma semana ela atinge o tamanho final e se

torna uma ulcera com bordas elevadas. A forma cutanea difusa produz lesdes
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cronicas multiplas e disseminadas. Podem ocorrer mais de 200 lesdes e levar o
individuo a invalidez. A forma mais desfigurante é a mucocutanea, que invade
a mucosa do trato respiratério superior causando mutilagbes ao destruir o
tecido mole do nariz, boca e garganta (World Health Organization, 2010a,
2010b) (Quadro 2).

Quadro 2: As principais espécies de Leishmania que afetam humanos

Principais manifestagoes clinicas Espécies

Velho Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose visceral Leishmania donovani e Leishmania infantum

Leishmaniose cutanea Leishmqnia major, Leishmania tropica e Leishmania
aethiopica

Leishmaniose cutanea difusa Leishmania aethiopica

Novo Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose visceral Leishmania infantum

Leishmania infantum, Leishmania mexicana, Leishmania

Leishmaniose cutanea . . , . .
pifanoi e Leishmania amazonensis

Leishmaniose cutanea difusa Leishmania mexicana e Leishmania amazonensis
Novo Mundo, subgénero Viannia

Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis,

Leishmaniose cutanea ; ; ; . : .
Leishmania panamensis e Leishmania peruviana

Leishmaniose mucocutanea Leishmania braziliensis e Leishmania panamensis
Fonte: Adaptado de Kaye & Scott, 2011 (Kaye e Scott, 2011)

3.2.4 Diagnéstico
O diagndstico das leishmanioses pode ser clinico ou feito com base em

técnicas sorologicas, parasitologicas ou moleculares. A forma da doenga e a
disponibilidade de recursos sao fatores determinantes para a selegdo do
método mais adequado a ser empregado (World Health Organization, 2010a).
Os sinais e sintomas da leishmaniose visceral ndo sdo especificos o
suficiente para que o diagnéstico clinico seja conclusivo, testes laboratoriais
sd0 necessarios para a confirmagdo dos casos suspeitos. As técnicas
sorolégicas, como ELISA e western blotting, apresentam elevada precisao.
Porém, os anticorpos continuam detectaveis por varios anos apds a cura,
tornando o diagnédstico sorolégico pouco confidvel para recidivas. A detecgéo
do DNA do parasito no sangue ou na medula dssea do hospedeiro por PCR é
um método muito sensivel, mas restrito a hospitais de referéncia e centros de

pesquisa (World Health Organization, 2010a).
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Por sua vez, o teste parasitoldgico permite a visualizagdo da forma
amastigota do parasito por avaliagdo microscopica de aspirados de tecidos
sendo esta a forma classica para confirmar do diagnéstico da infecgao. Devido
a sua alta especificidade, esse teste é considerado o padrdo ouro para o
diagndstico diferencial das formas cutanea e cutanea difusa (World Health
Organization, 2010a).

O espectro clinico das leishmanioses cutdnea e cutanea difusa € muito
amplo e pode ser confundido com varias outras doencgas de pele. O diagnéstico
parasitoldgico é o padréo ouro devido a sua alta especificidade e a amostra
deve ser obtida por raspagem ou bidpsia das lesdes. Apesar de poder ser util
em estudos epidemiolégicos, o diagndstico soroldégico ndo € muito utilizado
devido a sua baixa sensibilidade (World Health Organization, 2010a).

Na forma mucocutanea da leishmaniose pode ser feito o diagndstico
clinico se as lesdes forem tipicas. A suspeita clinica aumenta nos pacientes
com sorologia positiva por ELISA, mas o método mais sensivel para a
confirmagédo é a deteccdo do DNA do parasito por PCR. O diagnéstico
parasitologico ndo é viavel devido a baixa quantidade de parasitos nas lesdes
(World Health Organization, 2010a).

3.2.5 Quimioterapia
Os antimoniais pentavalentes (SbV), introduzidos no Brasil na década de

40, ainda hoje, sdo os medicamentos de primeira escolha na maior parte dos
paises acometidos pelas leishmanioses. Eles sdo comercializados na forma de
antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e estibogluconato de sddio
(Pentostam®), sendo o primeiro o medicamento mais utilizado para tratar todas
as formas das leishmanioses no pais. O SbV, uma pro-droga, é convertido em
Sblll pelos macréfagos do hospedeiro ou pela propria Leishmania (Wyllie et al.,
2004). Seu mecanismo de agdo ainda n&o esta totalmente elucidado, mas
sabe-se que atua nas formas amastigotas do parasito, inibindo o metabolismo
da tripanotiona e a ag&o da tripanotiona redutase, comprometendo o potencial
redox dos tidis intracelulares e aumentando o estresse oxidativo (Ephros e
Bitnun, 1999; Wyllie et al., 2004). Estudos recentes sugerem que o0s
antimoniais causam fragmentacdo do DNA da Leishmania, podendo ocorrer

morte por processo semelhante a apoptose (Sereno et al., 2001).
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No Brasil, a resposta ao tratamento com SbV varia de acordo com a
forma clinica, com a atividade do sistema imune do hospedeiro e area
geografica (Croft, 1997; Teixeira e Almeida, 2001). O tratamento com SbV é
longo, potencialmente toxico e doloroso. A crescente incidéncia de resisténcia
a esse medicamento tem gerado preocupagao a respeito do seu uso em areas
endémicas. Em algumas partes da india e do Nepal esse medicamento ndo é
mais eficiente e foi substituido pela anfotericina B (World Health Organization,
2010b).

A anfotericina B e a pentamidina sdo medicamentos de segunda linha de
escolha para o tratamento. Estudos relatam que a pentamidina interfere na
sintese de DNA do parasito, inibe a topoisomerase mitocondrial e causa
fragmentacdo da membrana mitocondrial. Contudo, este farmaco é altamente
téxico e ja existem relatos de resisténcia (Singh et al., 2012). A anfotericina B
interage com o ergosterol, um esterdide presente na membrana da Leishmania,
causando aumento da porosidade e alterando a permeabilidade seletiva a
cations o que resulta na morte do parasito (Ramos et al., 1996). Apesar de sua
eficacia, a anfotericina B ¢é altamente téxica e induz febre, calafrios e
nefrotoxicidade, que frequentemente levam a interrupgdo do tratamento.
Recentemente, a formulagao lipossomal da anfotericina B, esta sendo usada
no tratamento das leishmanioses e, por ser menos tdxica, tornou-se uma
importante alternativa terapéutica para a quimioterapia da leishmaniose
visceral. Entretanto, essa formulagdo ndo pode ser amplamente utilizada
devido ao seu elevado custo (Gil, ES. Paula, JR, Nascimento FRF, 2009; World
Health Organization, 2010b; Singh et al., 2012).

Nos ultimos dez anos, novos medicamentos foram licenciados para o
tratamento das leishmanioses como a miltefosina e a paromomicina. A
miltefosina é atualmente o uUnico farmaco leishmanicida administrado por via
oral. O mecanismo de agdo da miltefosina ainda ndo foi completamente
esclarecido. Sabe-se que o farmaco gera um processo de morte similar a
apoptose e reduz o conteudo lipidico da membrana das promastigotas (Paris et
al., 2004; Loiseau e Bories, 2006). A segurangca do uso da miltefosina é
comprometida por sua longa meia vida e teratogenicidade. Por sua vez, a
paromomicina inibe a sintese proteica por meio da inibigdo da translocacéo e

reciclagem de subunidades ribossémicas (Singh et al., 2012).
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Apesar dos avangos realizados nos ultimos anos em quimioterapia das
leishmanioses, os farmacos atualmente disponiveis possuem limitagdes como
via de administragdo, preco, toxicidade, eficacia e resisténcia dos parasitos.
Portanto, o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos € importante
para o controle dessas doengas e deve ser uma prioridade na pesquisa sobre

essas doengas (Singh et al., 2012).

3.3 Desenvolvimento de farmacos — os produtos naturais bioativos
(PNB)

Inovagbes no campo das ciéncias da saude tém resultado em um
dramatico aumento na capacidade de tratar doengas e melhorar a qualidade de
vida da populacdo. Neste cenario, os gastos com medicamentos cresceram
mais rapido do que com outros elementos importantes do sistema de saude
desde a década de 90. O processo de descobrimento e desenvolvimento de
novos farmacos é, porém, uma tarefa lenta e onerosa (DiMasi et al., 2003).
Para se aprovar um novo farmaco gasta-se em média 10 anos e 800 milhdes
de dodlares, sendo que a cada 5000 /eads apenas uma substancia sera
aprovada para uso (Balunas e Kinghorn, 2005).

Diversos caminhos podem ser seguidos para se desenvolver um novo
farmaco. O mais expressivo deles é o descobrimento e desenvolvimento de
novas substancias ativas (DiMasi et al., 2003).

A busca por novas substéncias bioativas baseada em produtos naturais
€ uma pratica comum no desenvolvimento de medicamentos. Os produtos
naturais, além de serem tradicionalmente utilizados na terapia de varias
doencas, representam estruturas quimicas valiosas que podem ser modelos
para o desenvolvimento de farmacos (Schmidt et al., 2012a).

Os metabdlitos secundarios produzidos por plantas e fungos como
resposta adaptativa a variagdbes ambientais pertencem a diversas classes de
substancias e sao importante fonte de PNBs (Balandrin et al., 1985; Schulz et
al., 2002). Dentre estas, os terpendides, flavondides e quinonas se destacam
por possuirem um amplo espectro de atividades bioldgicas, tendo contribuido
com diversas substancias ativas para doengas causadas por protozoarios
(Schmidt et al., 2012a, 2012b).
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O isolamento e a purificagdo de substancias ativas a partir de plantas
medicinais foi uma das maiores for¢gas que levou a criagdo da industria
farmacéutica no século 19 (Sen e Chatterjee, 2011). Atualmente, tecnologias
avangadas de purificacéo e identificagao estrutural dos PNBs facilitam o uso de
plantas e microorganismos para a descoberta de novos farmacos (Mukhtar et
al., 2008). Ainda com os avangos tecnoldgicos disponiveis atualmente, o
estudo de PNBs enfrenta diversos entraves como: a dificuldade de isolamento
de substancias ativas provenientes de extratos complexos; a pequena
quantidade em que estas substancias geralmente sdo isoladas; o tempo que se
gasta neste processo; a variabilidade das substancias produzidas por
espécimes diferentes de uma mesma espécie de planta ou microorganismo; a
incompatibilidade do estudo da atividade de PNB com os ensaios bioldgicos de
alto rendimento utilizados na industria farmacéutica e a disponibilidade limitada
de financiamento para estudos nesta area (Kingston, 2010).

Mesmo com todas as dificuldades enfrentadas, os produtos naturais
representam um importante papel na busca por novas substancias ativas. Na
revisdo publicada por Schimidt e colaboradores (Schmidt et al., 2012a),
diversos exemplos do potencial dos produtos naturais para o desenvolvimento
de farmacos contra doencgas causadas por protozoarios sao apresentados.
Sabe-se que entre os anos 1981 e 2010, cerca de 50% dos farmacos
aprovados para o tratamento de doengas parasitarias e cancer foi de origem
natural (Newman e Cragg, 2012). Um grande exemplo de PNB historicamente
utilizado com sucesso como medicamento é o alcaldide quinina, que ainda hoje
€ usado no combate a malaria (Achan et al., 2011).

Tendo em vista a variedade de estruturas quimicas dos PNBs, estes
podem interferir em processos biolégicos bastante diversos. Portanto, além da
identificacdo da atividade bioldgica dos produtos naturais, a investigagdo dos
alvos celulares e mecanismos de agao relacionados a bioatividade sao de
grande importancia (Sen e Chatterjee, 2011). Estes estudos permitem a
identificagdo de novos alvos terapéuticos e mecanismos de agéo, contribuindo
com o desenvolvimento de novas abordagens para o processo de
descobrimento de farmacos (Sen e Chatterjee, 2011; Schenone et al., 2013).

Quando uma nova substéncia promissora é identificada, estudos de

toxicologia, elucidagéo de alvos e de mecanismos de agdo podem aumentar as
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chances de aprovacao do farmaco, fazer com que os ensaios clinicos sejam
realizados com maior seguranga e eficacia, economizando tempo, dinheiro € o

mais importante, a vida dos pacientes (Nature, 2010).
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4 METODOS
4.1 Levantamento bibliografico
A partir dos PNB e derivados de produtos naturais bioativos (dPNB)

disponiveis no LQPN, foi feito o levantamento bibliografico para identificar quais
ja possuiam atividades e mecanismos de acao descritos nos modelos de
interesse. Dessa forma, foram selecionados aqueles que ndo possuiam relatos
do mecanismo de acao. Foram utilizados os bancos de dados do SciFinder®
(American Chemical Society) e Web of Science™ (Thomson Reuters). Para a
busca foram utilizados os nomes e as estruturas quimicas das substancias bem
como as palavras chave:

i. Leishmania;

ii. Trypanosoma cruzi;

iii. mechanism;

iv. mode of action.

4.2 Amostras para bioensaios
O presente projeto foi aprovado pelo Conselho de Gestdo do Patriménio

Genético para acessar e remeter amostras de componente do patrimdnio
genético para fins de pesquisa cientifica (Anexo 8.1).

Para verificar o grau de pureza e a estabilidade dos PNB e dPNB
selecionados, estes foram submetidos a analise de cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecgcado no UV (HPLC-DAD) em sistema constituido de
bomba Shimazu modelo LC-10AD, fase modvel acetonitrila e agua em
gradientes variados com fluxo de 1mL/min, coluna Supelco Ascentis C18 com
particulas de 4 um e detector por arranjo de fotodiodos, modelo SPD-M20A.
Para analises por HPLC acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) foi
utilizado o sistema constituido por uma bomba Shimadzu, modelo Nexera,
coluna Shimadzu Shim-pack XR-ODS Ill com particulas de 2,2 um e poros de
80 A e como fase movel acetonitrila e agua (0,1% de &acido formico) em
gradientes variados e fluxo de 200 pL/min. Como detector utilizou-se o
espectrobmetro de massas Briker modelo MaXis ETD.Estas analises foram
realizadas por pessoal especializado do LQPN. As substancias foram injetadas
na concentracdo de 1 mg/mL em um injetor Reodyne com loop de 20 pL

(Anexo 8.3). O software utilizado (LabSolution) fornece a porcentagem da
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pureza da amostra com base nos calculos em relagdo a area de cada pico.
Foram consideradas puras as substancias que apresentaram grau de pureza
superior a 95 %.

Para o preparo das solugdes estoque, os PNB e dPNB foram
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich) no momento do uso.
As solugbes foram preparadas nas concentragbes de 20 ou 10 mg/mL,
dependendo da solubilidade de cada substancia. Diluicdes posteriores foram
realizadas em meio de cultura, de acordo com a concentracdo desejada em

cada ensaio.

4.3 Linhagem Celular e Parasitos
As células de origem monocitica humana da linhagem THP-1 (ATCC®

TIB-202™, Anexo 8.2) foram cultivadas em frascos de cultura T75 (Sarstedt)
contendo 20 mL de meio RPMI 1640 (INLAB), suplementado com 10 % de soro
fetal bovino inativado (SFB; Gibco), penicilina (50 U/mL) e estreptomicina (50
ug/mL) (Gibco), mantidas em estufa com atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C. A
manutengao das culturas foi realizada a cada 3 dias e a densidade de células
foi mantida entre 4 x 10° e 10 x 10°. Para avaliacdo da viabilidade celular, as
células foram coradas com azul de tripan (20%, Sigma-Aldrich) e visualizadas
em microscopio optico CKX41 (Olympus).

As promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa
IFLA/BR/67/PH-8) foram cultivadas em frascos de cultura T25 (SPL life
sciences) contendo meio Schneider (Sigma-Aldrich) pH 7,2, suplementado com
10 % de SFB, penicilina (50 U/mL) e estreptomicina (50 ug/mL), mantidas a 25
°C em estufa BOD. Subculturas foram realizadas a cada 3 dias sendo feita a
transferéncia de 10 uL da cultura de parasitos para novo frasco de cultura
contendo 5 mL de meio Schneider. Os ensaios que utilizaram a cepa
IFLA/BR/67/PH-8 foram realizados no LQPN do Centro de Pesquisas René
Rachou, em Belo Horizonte.

Alguns ensaios foram realizados no Laboratorio de Biologia Celular do
Instituto Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro, onde apenas a cepa
MHOM/BR/77/LTB0016 de Leishmania estava disponivel. As amastigotas de L.
(L.) amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB0016) foram obtidas de lesbes de
pata de camundongos Swiss infectados. Os camundongos foram submetidos a
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eutanasia em camara de CO,, a lesdao foi removida cirurgicamente e
posteriormente macerada com o auxilio de bisturi. Os fragmentos de lesao
foram vigorosamente homogeneizados em meio RPMI para que as células se
rompessem e liberassem os parasitos. As amastigotas foram purificadas por
centrifugacao diferencial a 900 e 2300 rotagdes por minuto (min) em RPMI pH
7,2 suplementado com 5 % de SFB, penicilina (50 U/mL) e estreptomicina (50
ug/mL). Parte das amastigotas era usada para a realizagado de experimentos
imediatamente apds a sua obtencdo e outra parte era usada para
transformagao em promastigotas por meio de cultivo em meio Schneider pH 7,2
a 29 °C em estufa BOD. Subculturas das promastigotas foram realizadas a
cada 3 dias sendo feita a transferéncia de 500 uL da cultura de parasitos para
tubo falcon (BD) contendo 30 mL de meio Schneider suplementado. Este
procedimento foi realizado no Laboratério de Biologia Celular do Instituto
Oswaldo Cruz como procedimento de rotina para obtengao de parasitos.

As culturas da cepa Tulahuen de Trypanosoma cruzi e da linhagem de
fibroblastos de camundongo L1929 (ATCC® CCL-1™), foram mantidas
conforme protocolo adotado na Plataforma de Ensaios Pré-Clinicos de Triagem
de Drogas Anti-Trypanosoma cruzi do Centro de Pesquisas René Rachou, por
técnicos da referida plataforma. Células L929 foram cultivadas em meio RPMI
1640 (Invitrogen), suplementado com 10 % de SBF (Gibco) e glutamina 2 mM
(Invitrogen), mantidas em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. A manutencdo das
culturas foi realizada a cada 7 dias sendo transferidas 150.000 ou 450.000
células por garrafa (Nunc) de T25 ou T75, respectivamente. Tripomastigotas da
cepa Tulahuen de T. cruzi foram cultivados em células L929 e eram usados em
sucessivas infecgbes na proporgao de 20:1 para a manutengao da cultura de

parasitos e para realizagdo de experimentos.

4.4 Ensaio biolégico para deteccao de atividade leishmanicida
Cultura de macréfagos: Para o ensaio de deteccdo de atividade

leishmanicida foram utilizados macroéfagos infectados com L. (L.) amazonensis
(cepa IFLA/BR/67/PH-8). Os macrofagos foram obtidos por meio da
diferenciagdo de mondcitos da linhagem THP-1 (Gebre-Hiwot et al., 1992;
Siqueira-Neto et al., 2010). Essas células foram semeadas (2 x 10°

células/pogo em 1 mL) em placas de 24 pogos (Jet- Biofil) contendo laminulas
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circulares de 13 mm (Glasscyto) e incubadas por 72 horas (h) em meio RPMI
suplementado contendo 12-miristato-13-acetato de forbol na concentracédo de
50 ng/mL (PMA; Sigma Aldrich) a 37 °C em estufa com 5 % de COa.

Infecgao: Apds o periodo de incubagao, os macréfagos diferenciados e
aderidos as laminulas foram expostos as formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis oriundas de culturas em fase estacionaria. Para isso, apds a
determinacdo da densidade de parasitos em contador automatico (Beckman
Coulter), os mesmos foram suspensos em volume adequado de meio RPMI
suplementado para densidade final de 4 x 10° parasitos/mL. Foram aplicados
sobre os macréfagos 500 uL dessa suspensdo (2 x 10° parasitos/poco =
proporgao 10:1). Apos 5 h de interagdo, o sobrenadante contendo os parasitos
livres foi removido e substituido por 1 mL de meio RPMI suplementado.

Tratamento: As solugdes estoque dos PNB e dPNB foram solubilizadas
em meio de cultura RPMI suplementado. A concentragao final dos PNB e dPNB
foi de 20 pg/mL, e a concentracdo maxima de DMSO foi 0,5 % (v/v). A solugéo
de anfotericina B (Cristalia) preparada em meio de cultura RPMI suplementado,
foi utilizada na concentragéo final de 1 pg/mL. As culturas foram incubadas por
72 h a 37°C em estufa contendo 5 % de CO..

Coloragao e analise: Foi feita uma adaptacao da técnica proposta por
Jain e colaboradores (Jain et al., 2012). Apdés o periodo de incubagdo, as
laminulas foram coradas com Pandtico Rapido (Laborcin) e montadas em
laminas de vidro com Entellan® (Merck Millipore). Cerca de 10 imagens de cada
laminula foram adquiridas em microscopio Axio Observer A1 (Zeiss) no
aumento de 40 vezes. Posteriormente foi realizada a contagem de 100 células
por laminula e a quantidade de amastigotas em cada célula. Esta contagem foi
realizada utilizando as imagens adquiridas de cada laminula, com o auxilio do
programa Image J (Verséo 1.47, Wayne Rasband National Institutes of Health).
A porcentagem de redugdo do numero de amastigotas em 100 macréfagos foi
denominada atividade antiamastigota (AA) e foi calculada por meio da

equacgao:

| o : 1 r |
A1 n°de amastigotasem 100 macrorfagos tratados <100
n°de amastigotasem 100 macrofagoscontrole
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Os PNB e dPNB que apresentaram AA superior a 70 % foram
considerados ativos.

4.5 Ensaio biolégico para detecgao de atividade tripanocida
Foi utilizado o ensaio desenvolvido por Buckner e colaboradores

(Buckner et al., 1996), com modificagdes. Assim, fibroblastos de camundongos
da linhagem L929 foram semeados em placas de 96 pogos (TPP) em meio de
cultura RPMI suplementado e incubados por 24 h a 37 °C para permitir a
adesdao. Em seguida, foi realizada a infecgdo utilizando-se 10
tripomastigotas/célula. Apés 2 h, o meio contendo os parasitos nao
internalizados foi substituido por meio novo e a placa novamente incubada a 37
°C por 48 h. Posteriormente, o meio de cultura foi substituido por meio novo,
contendo os PNB e dPNB a serem testados a 20 pg/mL. Apdés 96 h de
incubacado, foi adicionado o substrato vermelho de clorofenol [-D-
galactopiranosideo (CPRG, Roche), a placa foi novamente incubada a 37 °C, e
a leitura realizada apdés 16-20 h em espectrofotobmetro Spectramax 190
(Molecular Devices) utilizando um filtro de Aszp nm. O benzonidazol na
concentragao de 3,81 uM (Clsp) foi utilizado como controle de tratamento. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de inibicdo do crescimento
parasitario. Os PNB e dPNB que inibiram o crescimento do parasito em mais
de 70 % foram considerados ativos. Esse ensaio foi realizado por técnicos da
Plataforma de Ensaios Pré-Clinicos de Triagem de Drogas Anti-Trypanosoma

cruzi do Centro de Pesquisas René Rachou.

4.6 Determinacgao da Clsp dos PNB e dPNB em diferentes modelos de
L. (L.) amazonensis

A Clsg das substancias ativas foi determinada nos modelos
experimentais de promastigotas de L. (L.) amazonensis (cepa IFLA/BR/67/PH-
8), macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis (cepa IFLA/BR/67/PH-8) e
amastigotas de L. (L.) amazonensis derivadas de lesdo de camundongo (cepa
MHOM/BR/77/LTB0016).

Para o ensaio utilizando promastigotas, parasitos oriundos de cultura em
fase estacionaria foram semeados em placas de 96 pocos na densidade de 4 x
10° /mL em meio Schneider suplementado contendo diferentes concentracées
dos PNB e dPNB e incubados a 25 °C por 48 h em estufa BOD. Para a

40



obtencdo das concentragbes desejadas, foram preparadas diluicdes seriadas
em meio Schneider a partir das solugdes estoque dos PNB e dPNB. A TNQ foi
testada a 7,5; 3,75; 1,88; 0,94; 0,47; 0,23; 0,12 e 0,06 pg/mL, sendo a maior
concentragdo de DMSO utilizada de 0,37 % (v/v). O lapachol foi testado a 100;
20; 10; 5; 2,5 e 1,25 pg/mL, sendo a maior concentragao de DMSO utilizada de
0,5 % (v/v). A anfotericina B foi utilizada como controle de tratamento a 1
pMg/mL.

Apods 48 h de incubagdo com as substancias, foram adicionados a cada
poco 20 pL de solugdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT, Sigma Aldrich) a 5 mg/mL (concentragdo final de 0,5
mg/mL) e a placa foi incubada por 4 h a 25 °C em estufa BOD. Posteriormente
as placas foram centrifugadas a 2300 rotagées por min para a sedimentagéo
dos parasitos e cristais de formazan. Em seguida, todo o volume dos pogos foi
removido e os cristais de formazan foram solubilizados em solucido de
isopropanol e de &cido cloridrico (HCI) 0,6% (v/v). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro Spectramax M5 (Molecular Devices) em dois cmprimentos
de onda: As7o nm e As70 Nm (39,40). A porcentagem de inibigdo do crescimento
das promastigotas foi realizado com base na absorbancia das amostras por
meio da equacao:

L (leitura do controle — leitura do tratado)
% de inibicdo = X

- 100
leitura do controle

A determinagao da Clsp no modelo de macréfagos infectados com L. (L.)
amazonensis foi realizada conforme descrito no item 4.4 e o tempo de
incubagao usado foi de 48 h. Para a obtengédo das concentragbes desejadas,
foram preparadas diluicbes seriadas em RPMI suplementado a partir das
solucdes estoque dos PNB e dPNB. A TNQ foi testada a 8; 6; 5; 4; 2;1; 0,5 e
0,25 pg/mL, sendo a maior concentracdo de DMSO utilizada de 0,8% (v/v). O
lapachol foi testado nas concentragdes de 60; 30; 15; 7,5 e 3,75 pug/mL, sendo
a maior concentragdo de DMSO utilizada de 0,3% (v/v).

Para o ensaio com amastigotas derivadas de les&o, parasitos oriundos
de lesdo de pata de camundongos Swiss foram semeados em placas de 96
pocos (TPP) em meio RPMI suplementado na densidade de 5 x 10° e
incubados a 29 °C por 48 h com as mesmas concentragdes dos PNB utilizadas

no ensaio de Clsp em macréfagos infectados. Apds o tempo de incubagao a
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densidade de parasitos em cada concentragdo das substancias e nos controles
foi determinada por contagem em camara de Neubauer em microscoépio optico.
A porcentagem de inibigdo do crescimento das amastigotas derivadas de leséo
de camundongo foi calculada por meio da equacgao:

% de inibicio =100 n°de amastigotas tratadas x 100)
e inibicdo = -
° ¢ n°de amastigotas controle

As curvas dose resposta e o calculo da Clsy das substéncias em teste
foram feitos por regresséo nao linear usando o programa GraphPad Prism 4.01
(GraphPad Software, Inc.).

4.7 Determinagao do indice de seletividade
O IS é a razado entre as concentracbes que reduzem em 50 % a

viabilidade das células de mamiferos e do parasito. Para este fim, as Clsy dos
PNB e dPNB foram determinadas em macréfagos. As células foram semeadas
em placas de 96 pogos (10° células/mL e 200 pL/poco) e incubadas por 72 h
em meio RPMI suplementado contendo PMA a 50 ng/mL, a 37 °C em estufa
com 5 % de CO,. Apds o periodo de incubagédo o meio de cultura foi substituido
e as células tratadas com diferentes concentragdes dos PNB e dPNB por 48 h.
Para a obtengdo das concentragbes desejadas, foram preparadas diluigbes
seriadas em RPMI suplementado a partir das solugcdes estoque dos PNB e
dPNB. A TNQ foi testada a 30; 15; 7,5; 3,75; 1,87 e 0,93 ug/mL, sendo a maior
concentragcdo de DMSO utilizada de 1 % (v/v). O lapachol foi testado a 1000;
500; 250; 100; 50; 25; 12,5 e 6,25 pg/mL, sendo a maior concentragdao de
DMSO utilizada de 0,5 % (v/v). Dodecil sulfato de sédio (SDS, Ludwiig) a 0,1
pug/mL foi utilizado como controle de tratamento. A incubagdo com MTT,
diluicdo dos cristais de formazan, leitura em espectrofotdmetro, calculos de
percentual de morte e as curvas dose resposta foram feitos conforme descrito
no item 4.6.

Com os dados obtidos nos ensaios de determinagcdao de Clsy foi
calculado o indice de seletividade (IS) conforme equagédo (Romanha et al.,
2010):

IS = CI,, macrofago
CI, parasito
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4.8 Ensaio de inibicao da tripanotiona redutase heteréloga de T. cruzi
(TcTR)

Os ensaios de inibicdo da tripanotiona redutase heteréloga de T. cruzi
TcTR foram realizados no Laboratério de Protozoologia do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC, sob a coordenagao do Dr.
Mario Steindel, segundo o método descrito por Hamilton e colaboradores
(Hamilton et al., 2003). O ensaio consiste em um teste colorimétrico em
microplaca baseado na derivatizagao da tripanotiona. De forma sucinta, a TcTR
reduz o substrato tripanotiona (T[S], ® T[SH].) e o DTNB (reagente de Eliman)
regenera a tripanotiona reduzida (T[SH], ® T[S]), liberando TNB, o qual gera
um cromoéforo amarelo que € mensurado a A412 nm. Desta forma, o reagente de
Ellman mantém constante a concentragao do substrato e permite a linearidade

da cinética enzimatica.

2 NADPH 2 NADP*

Tripanotiona \FF/: Tripanotiona reduzida

2 TNB- DTNB

Agsonm

Figura 6: Esquema representativo do ensaio enzimatico de inibicdo da TR

O ensaio enzimatico foi conduzido em placas de 96 pogcos em um
volume final de 250 L contendo: 40 mM de Hepes (pH 7,5), 1 mM de EDTA,
150 yM de NADPH, 1 uM de tripanotiona (Bachem, Torrance), 25 uM de DTNB
(Sigma-Aldrich), 40 ng da enzima (TcTR) e 100 uM dos PNB e dPNB
selecionados em uma concentracdo maxima de 1 % de DMSO (v/v). Como
controles, foram utilizados o inibidor clomipramina (Sigma-Aldrich) em
diferentes concentracdes e o solubilizante DMSO 1 %. Como branco, foram
utilizados os PNB e dPNB a 100 pM, incubados com todos os reagentes,
menos a enzima. A mistura foi pré-incubada a 30 °C durante 30 min e a leitura
iniciada apos a adigdo de 25 yM de DTNB em A412 nm, medindo-se a inclinagao
da curva durante 30 min (dAbs/dt). Este valor foi comparado com o controle

DMSO 1 % para fornecer o percentual de inibicdo da enzima. Foram realizados
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trés ensaios independentes em ftriplicata e os resultados expressos como o

percentual de redugéo na atividade enzimatica comparado ao controle DMSO.

4.9 Alteracao do potencial de membrana mitocondrial de
promastigotas de L. (L) amazonensis

Para analise do possivel efeito dos PNB e dPNB selecionados sobre a
mitocdndria dos protozoarios foi utilizado o marcador éster etilico de
tetrametilrodamina (TMRE, Sigma-Aldrich), que permite a andlise do potencial
de membrana mitocondrial. O TMRE é um fluorocromo laranja avermelhado,
carregado positivamente, que penetra na célula e se acumula em mitocondrias
ativas, as quais possuem carga relativamente negativa. Populagdes de
parasitos com a mitocondria intacta sdo marcadas por TMRE e podem ser
detectadas por citometria de fluxo. Por sua vez, células cujas mitocdndrias tém
o potencial de membrana diminuido ou perdido, falham em manter a marcacgao.
Parasitos (cepa MHOM/BR/77/LTB0016) na forma promastigota (20 x 10°
células/mL) foram tratados com as substancias selecionadas na concentragao
das respectivas Clsg € incubados por 4 ou 24 h, Apds esse periodo os parasitos
foram incubados com 50 pM de TMRE a temperatura ambiente por 15 min.
Como controle de tratamento os parasitos foram submetidos a um choque
térmico de 56°C por 2 h (Soeiro e de Souza, 2008). A aquisi¢do dos dados e
analise dos resultados foram realizadas no citbmetro de fluxo FACSCalibur
(Becton & Dickinson), equipado com o software Cell Quest (Becton &
Dickinson), utilizando o canal FL2-H. Analises posteriores foram realizadas no
software SUMMIT (versao 3.1, Cytomation) (Santa-Rita et al., 2004).

Os resultados foram apresentados como porcentagem de variagéo da

populacdo marcada que foi calculada por meio da equacéo:

% de var iacio :[ % populaf(io marcada no grupo teste < 10 OJ 100
% populagdo marcada no grupo controle
410 Analise da fungao mitocondrial de promastigotas de L. (L)

amazonensis por respirometria
As taxas de consumo de oxigénio de promastigotas de L. (L)

amazonensis foram avaliadas por respirometria de alta resolugdo (Oxigrafo-
2K; OROBOROS Instruments). Essa técnica se baseia na determinagédo da

concentragdo de oxigénio no tampao por meio do uso de eletrodos presentes
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no oxigrafo. Cada amostra foi incubada com 2 mL de tampéao de respiragao
contendo sucrose (C12H22011; 125 mM), cloreto de potassio (KCl, 65 mM), Tris-
HCI (pH 7,2; 10 mM), cloreto de magnésio (MgCly; 1 mM), fosfato de potassio
(K3POy4; 2,5 mM) e succinato (C4HgO4; 5 mM) (Vercesi e Bernardes 1991), sob
constante agitagdo, a 29 °C. Os parasitos (cepa MHOM/BR/77/LTB0016) foram
adicionados nas camaras (3x10” a 5x10” parasitos por cdmara) e mantidos por
15 min para a estabilizagao da leitura do consumo de oxigénio. Em seguida, foi
adicionada metade da Cls das substancias e os parasitos foram incubados por
20 min. Apds este periodo, as substancias foram adicionadas novamente, em
quantidade suficiente para atingir a Clsy e os parasitos foram incubados por 2 h.
O efeito induzido pelo veiculo usado para a solubilizagdo das substancias
(DMSO, concentragao maxima 0,25 % v/v) sobre a respiragdo dos parasitos, foi
avaliado nas mesmas condi¢cdes. Os dados foram analisados com o software
DatLab (OROBOROS Instruments) para determinagdo da concentragcdo de
oxigénio em picomol/min/mL/10parasitos. Como controle de tratamento, foi
usada a antimicina A (1,25 pug/mL), a qual foi adicionada ao final das leituras

para inibir a respiragdo mitocondrial.

4.11 Analise ultraestrutural
Parasitos (cepa IFLA/BR/67/PH-8) nao tratados ou tratados (4, 24 e 48

h) com a Clsp da TNQ ou do lapachol, foram lavados em tamp&o cacodilato de
sédio (0,1 M) e fixados em solugdo contendo 2,5 % de glutaraldeido (CsHgO3)
em tampao cacodilato de sédio (0,1 M; pH 7,2) por 60 min. Em seguida, foram
pos-fixados por uma hora em solugdo contendo 1 % de tetroxido de 6smio
(Os0s4), 0,8 % ferricianeto de potassio (CsNsFeKs), cloreto de calcio (CaCly; 5
mM) em tampéao cacodilato 0,1 M. Apds esta etapa, as amostras foram
desidratadas em concentragdes crescentes de acetona, infiltradas e incluidas
em epon (Fluka Analytical). Cortes ultrafinos (aproximadamente 70 nm de
espessura) foram obtidos em ultramicrétomo (Leica EMUCG), contrastados em
acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em microscopio eletrénico
de transmissao JEM- 1011 (JEOL).
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412 Anidlises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas com o pacote GraphPad Prism

4.01 (GraphPad Software, Inc.). Para realizar comparagdes entre grupos
utilizou-se a analise de variancia ANOVA e o teste de Bonferroni. Adotou-se o
limite de significancia p < 0.05.
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5 RESULTADOS
5.1 Selecao dos PNB e dPNB
Por meio de busca na literatura cientifica, foram identificados dentre os

PNB e dPNB disponiveis no LQPN, aqueles com atividades leishmanicida ou
tripanocida e sem mecanismo de agao descrito. Oito substancias foram
selecionadas sendo sete PNB e um dPNB (tiofenonaftoquinona). Dentre estes,
encontram-se trés chalconas (chalcona 1, chalcona 2 e aurentiacina (Siqueira
et al.,, 2011), o acido ursdlico (Siqueira et al.,, 2011) e quatro naftoquinonas
(eleuterine, eleuterol (Alves et al., 2003), lapachol e tiofenonaftoquinona (Zani
et al., 1997) (Tabela 1).

Tabela 1: PNB e dPNB selecionados

Principais
PNB/dPNB Estrutura Massa bloatl\{ldades
molecular descritas na

literatura

Antitumoral e

Chalcona 1 298,33 g/mol leishmanicida
(Siqueira et al., 2011)

Antitumoral e

Chalcona 2 312,15 g/mol leishmanicida

(Siqueira et al., 2011)

Antibacteriana (Amor

Aurentiacina et al., 2007)

298,33 g/mol

Antitumoral,
leishmanicida e
tripanocida (Abe et al.,
456,70 g/mol  2002; Shishodia et al.,
2003; Siqueira et al.,
2011; Wang et al.,
2012)

Acido ursélico

Antitumoral e
Eleuterine Q 272,30 g/mol  fungicida (Hong et al.,

2008)
CHs
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HiC

0 OH Hy
Antitumoral e
Eleuterol = 5 244,24 g/mol  antioxidante (Arung et
P al., 2011)
]
o GHy Antitumoral,

leishmanicida e

i
CHz tripanocida (Hussain
Lapachol O‘ 242,27 g/mol et al., 2007; Salas et
OH

al., 2008; Almeida,

0 2009)
0
Tiofenonaftoquinona s Antiplasmodium e
(TNQ) | y 214,24 g/mol tripanocida (Zani et
al., 1997)

5.2 Analises de pureza e identidade das substancias
Para o desenvolvimento deste projeto de forma segura, eficaz e

econdmica foi necessaria a garantia de que as amostras utilizadas durante os
ensaios biologicos apresentassem um percentual de pureza alto. A identidade
e a pureza das substancias foram analisadas por HPLC-DAD e LC-MS/MS.
Todas as substancias apresentaram grau de pureza superior a 95 % (Anexo
8.3), mostrando que as mesmas nao se encontravam degradadas e estavam
em estado adequado para a realizagdo de ensaios bioldgicos. A massa
molecular e estrutura quimica das chalconas foram confirmadas e as analises

podem ser encontradas no anexo 8.4.

5.3 Atividade leishmanicida dos PNB e dPNB
Com o objetivo de identificar ou confirmar a atividade leishmanicida dos

PNB e dPNB, foi realizada uma triagem utilizando modelo in vitro de
macrofagos humanos infectados por L. (L.) amazonensis (Figura 7). Foram
considerados ativos os PNB e dPNB com AA superior a 70 % a 20 ug/ml apos
72 h de incubagao. Dentre as oito substancias selecionadas, trés naftoquinonas
e trés chalconas demonstraram atividade leishmanicida tendo AA de 85 a 99 %
(Tabela 2).
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N

Figura 7: Imagens representativas de macréfagos humanos

infectados por L. (L.)

amazonensis., corados com panotico e observados ao microscépio Axio Observer A1 (Zeiss).
(A) imagem de ldmina de macrofagos infectados sem tratamento e (B) grupo tratado com
anfotericina B. (C) ampliagdo de um macréfago infectado. (D) representagdo de contagem de

macrofagos e amastigotas intracelulares utilizando o programa Image J
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Tabela 2: Porcentagem de redugao do numero de amastigotas intramacréfago (atividade
antiamastigota) induzida pelos PNB e dPNB

PNB/dPNB Atividade antiamastigota a
[uM] 20 pg/mL

TNQ

(93] 99%

Chalcona 1

0,
67] 99%

Chalcona 2

o,
[64] 99%

Eleuterine

0,
73] 99%

Aurentiacina

0,
[67] 98%

Lapachol

(83] 85%

Acido Ursélico

0,
[44] 55%

Eleuterol

0,
82] 45%

Anfotericina B *

o,
(] 99%

Legenda: * A anfotericina B foi usada a 1 ug/mL, o que corresponde a 1uM

5.4 Atividade tripanocida dos PNB e dPNB
A fim de identificar ou confirmar a atividade tripanocida dos PNB e

dPNB, foi utilizado o modelo in vitro de fibroblastos de camundongos infectados
por T. cruzi. O critério adotado neste trabalho para classificar as substancias
como ativas foi a capacidade de inibir o crescimento parasitario em no minimo
70 % a 20 yg/mL. Quando os PNB e dPNB foram téxicos para a linhagem de
células L929 a 20 ug/mL, estes foram testados a 10 ug/mL. Na tabelas 3 e 4
estdo descritas as atividades tripanocida das substancias. Dentre os oito PNB e
dPNB selecionados, a aurentiacina demonstrou atividade fraca e a TNQ
atividade moderada. Entretanto, nenhum deles foi suficientemente ativo para

atingir o critério supracitado.

Tabela 3: Representacao da inibigdo do crescimento parasitario induzido pelos PNB e dPNB a
20 pg/mL
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PNB/dPNB Inibigao do crescimento
[uM] parasitario a 20 pg/mL

Aurentiacina
[67]
Lapachol
[83]
Acido Ursélico
[44]
Eleuterol
[82]
Benzonidazol*
[3.8]

Legenda: * O benzonidazol foi usado na Clsy (1 pg/mL ou 3,8 pM)

66%

30%

0%

0%

50%

Tabela 4: Representacgao da inibigdo do crescimento parasitario induzido pelos PNB e dPNB a

10 pg/mL
PNB/dPNB Inibigao do crescimento
[uM] parasitario a 10 pg/mL
T[:‘?? 62%
Cha[lgzlna 1 55%
EIeEJSt%rine 13%
Cha[lgg]na 2 1%
Benzio?)r?gd]azol* 50%

Legenda: * O benzonidazol foi usado na Clsy (1 pug/mL ou 3,8 pM)

5.5Selecao de PNB e dPNB
Apds a identificagdo da atividade dos PNB e dPNB nos modelos

bioldgicos utilizados neste trabalho, foram selecionados aqueles que teriam o
mecanismo de acgao estudado. Dentre as substancias que demonstraram
atividade leishmanicida, foram selecionadas aquelas que estavam disponiveis
em maior quantidade (Figura 8). A tiofenonaftoquinona, o unico dPNB utilizado
neste estudo, reduziu em 99% a infecgéo por L. (L.) amazonensis e sua sintese
é realizada com alto rendimento (Zani et al., 1997). Com o objetivo de
comparar a atividade leishmanicida e o mecanismo de agéo entre substancias
similares, a naftoquinona lapachol também foi selecionada. O lapachol é
facilmente isolado de espécies vegetais da familia Bignoneaceae e é uma
substancia muito estudada, portanto, permitiu a inferéncia de possiveis

mecanismos de acdo em Leishmania e auxiliou na definicdo das préximas
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estratégias do estudo (Lima et al., 2004; Balassiano et al., 2005; Hussain et al.,
2007; Pinto e de Castro, 2009).

Lapachol TNQ

0 CH OI\
S
/
OH
0 0
Figura 8: Estrutura quimica do lapachol e da TNQ

5.6 Determinagéao da Clso do lapachol e da TNQ sobre a proliferagao de
L. (L) amazonensis em trés modelos de ensaios in vitro

Com o objetivo de comparar a agao do lapachol e da TNQ em trés
formas distintas do parasito, as Clsy dessas substancias foram determinadas
utilizando os seguintes modelos: promastigotas, amastigotas recuperadas de
lesdo de camundongo e amastigotas intracelulares. Foram realizados pelo
menos dois experimentos independentes em duplicata ou triplicata. As curvas
dose-resposta de cada substancia em cada modelo estdo representadas na
figura 9.

Para avaliar a toxicidade e determinar o indice de seletividade dos PNB
e dPNB selecionados, a Clsy foi também determinada em macréfagos

derivados de células THP-1 (Figura 10).

52



TNQ Lapachol

A 100+ B 100+
Ig ““os‘
r -]
£ s
2 &
0 1 1
-1 2 3
Concentrago (log, uM) Concentragao (log, uM)
TNQ Lapachol
Cc 1004 D .
©
g z
3 - z
= =
o— L] T 1
-1 0 1 2 3 4 5
Concentragao (Log, uM) Concentragdo (Log, uM)
TNQ Lapachol
E 100+ F 1007
-] o
" L]
© L
=] - L
= 50 T 50+
® ®
0- 0 1
0 3
Concentragao (log, uM) Concentragao (log, uM)

Figura 9: Curvas dose-resposta da redugéo da viabilidade de (A e B) promastigotas e (C e D)
amastigotas de lesdo e (E e F) do nimero de amastigotas intracelulares de Leishmania (L.)
amazonensis apos tratamento com TNQ ou lapachol. As linhas tracejadas representam o
intervalo de 95% de confianga. Os dados foram obtidos de pelo menos dois experimentos

independentes realizados em duplicata ou triplicata
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TNQ Lapachol

B 1007

% Inibigao
% Inibigao

1
4

Concentragaco (log, uM) Concentracao (log, uM)

Figura 10: Curvas dose-resposta da redugéo da viabilidade de macréfagos apos tratamento

com (A) TNQ ou (B) lapachol. As linhas tracejadas representam o intervalo de 95% de
confianga. Os dados foram obtidos de pelo menos dois experimentos independentes realizados

em ftriplicata

A Clso da TNQ e do lapachol (Tabela 5) é variavel nas diferentes formas

do parasito sendo este valor menor em promastigotas.

Tabela 5: Cls, (UM) £ DP dos PNB e dPNB em diferentes modelos biolégicos

. . 1S
PNB/dPNB Clso promastigotas Clsoamastigotas = Clso amastigotas o, macréfagos (Clso macréfagos/Clso
de lesao intracelulares ; ;
amastigotas intracelulares)
TNQ 2+0,2 22118 74+t14 57+4,5 7,7
Lapachal 2515 224+85 84114 322+26,5 3,8

5.7Inibicao da TR heterdloga de T. cruzi
As substancias que apresentaram atividade

avaliadas quanto a capacidade de inibir a enzima tripanotiona redutase.

Nenhuma substéncia testada foi considerada ativa sobre esta enzima (Tabela

leishmanicida, foram

6).
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Tabela 6: Porcentagem de inibicdo da enzima tripanotiona redutase heteréloga de T. cruzi

Composto (100 uM) % de inibigao da TR
TNQ 19,8
Aurentiacina 10,4
Chalcona 1 8,2
Eleuterine 7,6
Lapachol 7,5
Chalcona 2 5
Clomipramina [14,45] 50

5.8 Alteracao do potencial de membrana mitocondrial de promastigotas
de L. (L) amazonensis

A alteragcdo no potencial de membrana mitocondrial de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis foi avaliada por meio da analise por
citometria de fluxo de parasitos marcados com TMRE (Tabela 7).

Os parasitos do grupo sem tratamento apresentaram elevada marcagao
para este reagente, mostrando que estes parasitos apresentavam mitocéndrias
integras, com potencial de membrana preservado. Por sua vez, o grupo
tradado com choque térmico, apresentou fendtipo inverso apés incubagao por 2
h a 56 °C, mostrando que o método foi eficaz para diferenciar parasitos com
danos mitocondriais. O lapachol e a TNQ n&o reduziram a marcagdo com
TMRE expressivamente apés 4 h de incubacao (Figura 11). Apds incubagéao

por 24 h apenas o lapachol reduziu a marcagdo em 34 % (Figura 12).
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Figura 11: Graficos ilustrando o efeito induzido pelo lapachol e pela TNQ (4 h de incubagéo)
sobre o potencial de membrana mitocondrial de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Graficos
de tamanho x granulosidade representativos da distribuicdo de formas promastigotas (A) sem
tratamento, (B) tratadas com TNQ ou (C) lapachol. Histogramas representativos da marcagéao
com TMRE de formas promastigotas tratadas com (D) TNQ ou (E) lapachol
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Figura 12: Graficos ilustrando o efeito induzido pelo lapachol e pela TNQ (24 h de incubagéo)
sobre o potencial de membrana mitocondrial de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Graficos
de tamanho x granulosidade representativos da distribuicdo de formas promastigotas (A) sem
tratamento, (B) tratadas com TNQ ou (C) lapachol. Histogramas representativos da marcagéao
com TMRE de formas promastigotas tratadas com (D) TNQ ou (E) lapachol
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Tabela 7: Média (%) £ DP de populagdes com marcagéo positiva para TMRE e variagéo da
populacéo positiva em relacéo ao grupo sem tratamento apds exposi¢cao ao lapachol e a TNQ
porde?24h

Média Variagéo (%) da Média Variagéo (%) da
(%) e DP  populacao positiva (%) e DP  populagéo positiva

4h 24h
Sem tratamento 80+1 0 73*+14 0
56 °C, 2h 8+52 —90+6 12+9° —81+17
TNQ 84+2 62 72+18 —1%3
Lapachol 81%2 3+2 43+6° —34+0.6

Legenda: 2 Diferenca significativa em relagéo ao grupo sem tratamento, p < 0,01

5.9 Analise da fungao mitocondrial de promastigotas de L. (L)
amazonensis por respirometria

Para avaliar alteragdes na fungado mitocondrial de parasitos tratados com
TNQ e lapachol, realizou-se andlise de respirometria. Parasitos tratados com
metade da Clsp das substancias por 20 min ndo apresentaram diminuicdo
significativa das taxas de respiragéo. Apds o tratamento com a Clso por 2 h, os
parasitos tratados com lapachol apresentaram redugao de 50% no consumo de
oxigénio, enquanto os tratados com TNQ permaneceram com taxas de
respiracdo similar ao sem tratamento. Parasitos tratados com Antimicina A
(At.A) apresentaram redugdo no consumo de oxigénio de aproximadamente
100% (Figura 13 e Tabela 8).
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Figura 13: Representagdo da porcentagem de redugcdo do consumo de oxigénio apds
tratamento com lapachol (12,5 yM, 20 min e 25 pM 2 h) e TNQ (1 pM 20 min e 2 yM 2 h). *
representa diferencga significativa em relagéo aos parasitos sem tratamento p < 0,001

Tabela 8: Porcentagem de redugao do consumo de oxigénio pelos parasitos frente ao
tratamento com metade (%2 Clsg) ou valor total (Clsg) da concentragéo inibitoria de 50% do
lapachol e TNQ

Inibigao Y2 Clsq Inibigao Clsg
Lapachol 1543 50+3*
TNQ 15+13 12,57

Legenda: * Diferencga significativa em relagdo ao grupo sem tratamento, p < 0,001

5.10 Analise ultraestrutural
Com o objetivo de verificar possiveis alvos intracelulares de agdo do

lapachol e da TNQ, formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram
incubadas na presenca e auséncia dessas substancias na concentracdo da
Clso por 4, 24 e 48 h e analisadas por MET. A figura 14 mostra fotomicrografias
de uma promastigota do grupo sem tratamento, incubada na presenga da
concentragdo maxima de DMSO usada no ensaio com as drogas. Os parasitos
apresentaram morfologia normal, com formato alongado, mitocéndria (M),
nucleo (N) e complexo de Golgi (G) sem alteragdes aparentes, cinetoplasto (K)
integro e membrana plasmatica (MP) trilamelar bem preservada.

Parasitos tratados com lapachol e TNQ apresentaram diferentes tipos e
graus de alteragdes morfolégicas significativas (Figuras 15 e 16). Apds 4 h de
incubacdo os parasitos tratados com as duas substancias apresentaram
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comprometimento da bolsa flagelar, a qual se apresentava disforme, dilatada
exibindo frequentemente, a ruptura de membrana celular. Também foram
identificadas alteragbes no complexo de Golgi que se mostrava com dilatagao
dos perfis de suas cisternas e profunda desorganizagao de sua morfologia. No
citoplasma observou-se a presengca de numerosas vesiculas, muitas vezes
apresentando aspectos de processo final de degradacao (figuras de mielina).
Observamos ainda nos parasitos tratados estruturas membranares atipicas
além de perfis de reticulo endoplasmatico circundando grandes porgdes do
citoplasma. Apos 24 h de incubacdo, além das alteragcbes mencionadas
previamente, apenas os parasitos tratados com lapachol apresentaram danos
mitocondriais exibindo inchago, desorganizacéo de cristas e mesmo area de
lise da membrana mitocondrial. Os parasitos tratados com TNQ nao
apresentaram danos mitocondriais. Apos 48 h de incubacido as alteracdes
observadas com 4 ou 24 h mostravam-se mais frequentes e foi possivel
observar evidéncias de intensas atividades exociticas e intensiva vacuolizacéo

do citoplasma.
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Figura 14: Analises ultraestruturais de promastigotas de L. (L.) amazonensis. (A, B e C)
parasitos do grupo sem tratamento apresentando morfologia normal do nucleo (N), mitocdndria

(M), bolsa flagelar (BF), cinetoplasto (K), membrana plasmatica (MP) e complexo de Golgi (G)
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Figura 15: Andlises ultraestruturais de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Em (A) pode ser
observado o aumento do volume da bolsa flagelar (0) e (B) alteragbes morfolégicas no
complexo de Golgi (*) em parasitos tratados com TNQ por 4 h. (C) presenga de numerosas

vesiculas (&) e (D) perfil de autofagosomas (&) em parasitos tratados com lapachol por 4 h
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Figura 16: Andlises ultraestruturais de promastigotas de L. (L.) amazonensis. (A) perfil de
reticulo envolvendo por¢des do citoplasma () em parasitos tratados com lapachol por 24 h.
(B) danos na mitocondria (0) em parasitos tratados com lapachol por 48 h. (C) presenga de
numerosas vesiculas na area de bolsa flagelar (m), fenda exocitica (—) e degradacdo do

citoplasma (fll) em parasitos tratados com TNQ por 48 h
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5.11 Resumo dos resultados

Nas tabelas 9 e 10 foram sintetizados os resultados obtidos neste
trabalho.

Tabela 9: Resumo dos resultados selegao e triagem das substancias

Selecionados para estudo

Investigados Antileishmania Antitripanossoma : i
do mecanismo de agao
ey Chaona
Chalcona 2

Aurentiacina

Aurentiacina
i 5li ; Lapachol
PNB/dPNB Acido Urs_ollco Eleuterine = P
Eleuterine TNQ
Lapachol
Eleuterol
TNQ
Lapachol
TNQ

Tabela 10: Resumo dos resultados dos ensaios de avaliagido dos mecanismos de agao da
TNQ e do lapachol

Avaliagao de potencial de
PNB/dPNB membrana mitocondrial Respirometria MET
(marcacgao por TMRE)

Danos no complexo de Golgi e bolsa
flagelar, multipla vacuclizagdo do

TNQ Sem alteragao Sem alteragao citoplasma, alta atividade exocitica e
presencga de estruturas
membranares atipicas

Danos na mitocondria, complexo de
Golgi e bolsa flagelar, multipla
Lapachol | 34% | 50% vacuolizagdo do citoplasma, alta
atividade exocitica e presenga de
estruturas membranares atipicas
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6 DISCUSSAO
No Brasil, a doenga de Chagas e as leishmanioses tém importante

impacto na saude publica. Os farmacos usados no tratamento dessas doengas
enfrentam diversas limitagdes como elevada toxicidade, baixa eficacia,
existéncia de parasitos resistentes e alto custo, fazendo com que a busca por
novas alternativas terapéuticas seja necessaria (Rodriques Coura e de Castro,
2002; Polonio e Efferth, 2008). O desenvolvimento de novos farmacos € um
processo complexo e de alto custo. A identificagdo de substancias promissoras
requer a selecao de substancias ativas, seletivas e que apresentem
propriedades farmacocinéticas necessarias para uma substancia que se
destina ao uso como medicamento. Além disso, a compreensdo do mecanismo
de acao de candidatos a farmacos auxilia na identificagdo dos alvos biolégicos
envolvidos na bioatividade, estima a seletividade, a toxicidade e serve como
base na otimizagdo de moléculas promissoras (Nature, 2010; Schmidt et al.,
2012a).

Produtos naturais e seus derivados representam uma importante fonte
na busca por novas moléculas ativas. Diversas classes de PNB e dPNB séao
descritas como ativas em modelos de doengas causadas por protozoarios mas
pouco se investe no aprofundamento destes estudos (Schmidt et al., 2012a;
Singh et al., 2014).

No presente trabalho, a colegdo de substancias isoladas ou sintetizadas
no LQPN foi avaliada para que fossem selecionadas aquelas com atividade
biologica descrita (leishmanicida, fungicida, anticancer, entre outros) e
mecanismos de acao nao identificados em Leishmania e T. cruzi. Oito PNB e
dPNB foram selecionados, quatro naftoquinonas, trés chalconas e o acido
ursolico.

As naftoquinonas sao uma classe de substancias presentes em diversas
familias de plantas. Estas substancias funcionam como agentes oxidantes e
estdo envolvidas em diferentes tipos de atividade biolégica como: antitumoral,
imunomodulatéria, antimicrobiana e antiparasitaria (Pinto e de Castro, 2009; Ali
et al., 2011; Lezama-Davila et al., 2012). As naftoquinonas selecionadas para
este estudo foram: o lapachol, a tiofenonaftoquinona, a eleuterine e o eleuterol.

O lapachol é uma naftoquinona isolada de diferentes espécies de

Tabebuia. Estas plantas sao usadas pela medicina tradicional no nordeste do
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Brasil como analgésica, diurética, anti-inflamatéria e anticancer (Hussain et al.,
2007). Atualmente, o lapachol é amplamente estudado e existem relatos de
suas atividades anti-inflamatéria (de Almeida et al., 1990; Almeida, 2009),
antiviral (Sacau et al., 2002; Almeida, 2009), antibacteriana (Nagata et al.,
1999; Almeida, 2009), fungicida (Portillo et al., 2001; Breger et al., 2007;
Almeida, 2009), antiparasitaria (Hussain et al., 2007; Salas et al., 2008; Pinto e
de Castro, 2009; Rocha et al., 2013b) e principalmente antitumoral (Trsic et al.,
1998; Balassiano et al., 2005; Hussain et al., 2007; Almeida, 2009). Apesar da
confirmada atividade antitumoral deste composto, o instituto nacional do cancer
dos Estados Unidos concluiu, em 1974, que como as concentracdes
necessarias para se atingir atividade quimioterapica sao muito altas, e resultam
em alta toxicidade e efeitos colaterais, os estudos do lapachol como agente
antitumoral deveriam ser suspensos (Hussain et al., 2007). O mecanismo de
acao do lapachol em Leishmania ndo é claro, mas sabe-se que em células
tumorais e em T. cruzi esta substancia inibe a respiragao celular e interfere no
metabolismo de oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio (Hussain et
al., 2007; Salas et al., 2008; Almeida, 2009). Quando testado in vivo em
hamsters infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis, o lapachol n&o
preveniu o desenvolvimento de lesdes, possivelmente devido a inativagao
dessa substancia pelo organismo do hospedeiro o que resultaria em
concentragdo no sitio da lesdo abaixo daquela necessaria para controle da
infeccao (Teixeira et al., 2001). O lapachol utilizado no presente estudo foi
isolado da espécie Tabebuia ochracea (Zani et al., 1991).

No presente estudo, também foi testada a TNQ, um dPNB sintetizado
com base em furanonaftoquinonas naturais. Originalmente, esta substancia foi
descrita como ativa in vitro contra Plasmodium falciparum e Trypanosoma cruzi
(Zani et al., 1997).

A eleuterine e 0 eleuterol podem ser isolados de plantas pertencente a
familia botéanica Iridaceae (Bianchi e Ceriotti, 1975; Ifesan et al., 2009; Li et al.,
2009). Esta planta é usada na medicina tradicional com diversas fungdes como:
tratamento de problemas intestinais (Lin et al., 2002), na menstruacao (HODGE
e TAYLOR, 1957), vermifuga (Schultes e Raffauf, 1990) e abortiva (Weniger et
al., 1982). A eleuterine é descrita na literatura como antitumoral (Krishnan e

Bastow, 2000), antibacteriana (Ifesan et al., 2009) e fungicida (Alves et al.,
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2003a), sendo capaz de inibir a enzima humana topoisomerase Il (Krishnan e
Bastow, 2000). O eleuterol tem atividades antitumoral (Li et al., 2009),
antibacteriana (Ifesan et al., 2009) e antioxidante (Arung et al., 2011) descritas.
A eleuterine e o eleuterol utilizados neste estudo foram isolados da espécie
Eleutherine bulbosa (Alves et al., 2003b).

As chalconas s&o uma classe de produtos naturais que possuem um
amplo espectro de atividades biolégicas como fungicida (Boumendiel et al.,
2008; Mercader e Pomilio, 2012), antibacteriana (Mercader e Pomilio, 2012),
antiviral (Mercader e Pomilio, 2012), leishmanicida (Zhai et al., 1995, 1999;
Lunardi et al., 2003), antitumoral (Amor et al., 2007; Nagaraju et al., 2012;
Syam et al., 2012), tripanocida (Lunardi et al., 2003) e citotéxica (Amor et al.,
2007). A atividade leishmanicida de algumas chalconas ja foi relacionada a
inibicdo seletiva da fungdo mitocondrial da Leishmania (Chen et al., 2001;
Lunardi et al., 2003). As chalconas utilizadas neste estudo foram a
aurentiacina, a chalcona 1 e a chalcona 2, todas isoladas da espécie vegetal
Blepharocalyx salicifolius, uma espécie da familia Myrtaceae endémica da
América do Sul (Siqueira et al., 2011). As chalconas 1 e 2 possuem atividades
leishmanicida e antitumorais descritas (Siqueira et al., 2011) e a aurentiacina &
descrita como antibacteriana (Amor et al., 2007).

O acido ursodlico € um triterpeno amplamente distribuido em espécies
vegetais e é estudado por sua atividade antitumoral (Abe et al., 2002;
Shishodia et al., 2003; Xavier et al., 2012). Alguns trabalhos foram publicados
relatando atividades leishmanicida e tripanocida deste triterpeno. Entretanto,
seu mecanismo de agao nesses parasitos nao foi esclarecido (Abe et al., 2002;
Ferreira et al., 2010; Sen e Chatterjee, 2011). O acido ursdlico utilizado neste
trabalho foi isolado da espécie Blepharocalyx salicifolius (Siqueira et al., 2011).

Neste trabalho descrevemos pela primeira vez a atividade leishmanicida
da aurentiacina, da eleuterine, da TNQ e confirmamos a atividade
leishmanicida do lapachol e das chalconas 1 e 2. O &cido ursdlico, apesar de
ser descrito na literatura como substéncia leishmanicida com resultados
similares ao encontrado por nés (Torres-Santos e Lopes, 2004), nao foi
considerado ativo neste trabalho pois ndo atingiu a linha de corte de 70 % de
atividade antiamastigota [20 pg/mL]. A descrigao de novas substancias ativas

€ muito importante no processo de desenvolvimento de novos farmacos.
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Portanto, os PNB que tiveram a atividade leishmanicida descrita pela primeira
vez neste trabalho, aurentiacina e eleuterine, dever&o ser isolados em maior
quantidade para que seja possivel realizar estudos mais detalhados sobre os
mesmos.

As chalconas 1 e 2, a eleuterine e o eleuterol ndo foram consideradas
substancias tripanocida neste estudo. Ainda que a aurentiacina nao tenha sido
classificada como ativa, houve uma atividade moderada que indica que esta
substancia deve ser testada em outros modelos e outras cepas de T. cruzi para
melhor avaliar o seu efeito tripanocida.

Apesar de haverem relatos da atividade tripanocida do acido ursélico, do
lapachol e da TNQ, estes estudos usaram metodologias, cepas, formas do
parasito e critérios diferentes dos adotados neste trabalho. O presente estudo
aplicou o ensaio proposto por Buckner (Buckner et al., 1996) que usa células
L929 infectadas com T. cruzi da cepa Tulahuen que expressam o gene da -
galactosidase. Desta forma, o ensaio avalia por leitura fluorimétrica a atividade
das substéncias tanto em amastigotas intracelulares quanto em
tripomastigotas. O acido ursolico foi previamente testado em tripomastigotas
sanguineos das cepas Y e CL, causando a morte de 100 % dos parasitos da
cepa Y na concentragao de 876 pM e da cepa CL a 3,5 mM (Leite et al., 2006).
Sua agédo em tripomastigotas da cepa Bolivia cultivadas em células LLCMK2
resultou em uma Clso de 25 pM (Ferreira et al., 2010) e de 17 yM (Cunha et al.,
2006). Em epimastigotas, o acido ursdlico paralisou os movimentos dos
parasitos em uma concentragdo minima de 88 uM (Abe et al., 2002). A
atividade da TNQ foi demonstrada em epimastigotas de cultura, resultando em
uma Clsg de 3,7 uM (Zani et al., 1997). O lapachol teve sua atividade avaliada
em tripomastigotas sanguineos da Cepa Y, a 0,21 mM esta substancia
ocasionou em 65 % de lise dos parasitos (Goulart et al., 1997) e em outro
estudo usando a mesma metodologia sua Cls, foi de 410 uM (da Silva Junior et
al., 2008). Em epimastigotas da cepa Tulahuen a Clsy do lapachol foi de 31,3
MM, essa mesma concentragdo inibiu 41% do crescimento de tripomastigotas
cultivados em células Vero (Salas et al., 2008). Os dados encontrados na
literatura a respeito da bioatividade destas substancias sdo muito variados e as

discrepancias de resultados podem ser explicadas pela diferenca na
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susceptibilidade das varias cepas e formas do parasito, bem como pela
metaboliza¢do das substancias pelas células hospedeiras utilizadas.

As variagdes metodologicas e de critérios sado limitantes para a
comparagdo de resultados gerados em laboratérios diferentes, para a
compreensao dos dados e para a colaboragéo entre grupos de pesquisa. Como
proposta de solugdo para este problema, a iniciativa Medicamentos para
Doencas Negligenciadas (Drugs for Neglected Diseases iniciative, DNDI)
publicou um manual para teste de drogas em cinetoplastideos que propde o
trabalho em rede, de forma a harmonizar metodologias e protocolos (loset et
al., 2009). Ha também um fluxograma proposto por Romanha e colaboradores,
com protocolos e critérios padronizados para ensaios in vitro e in vivo, visando
a descoberta de novos farmacos tripanocida (Romanha et al., 2010) . Porém, a
adocao desses protocolos ndo € uma unanimidade e resultados de estudos
anteriores a suas publicagées permanecem com comparagao limitada.

Ensaios para determinagcdo do mecanismo de agado sao complexos,
trabalhosos e demandam quantidades de amostras que podem se tornar uma
barreira para o estudo de PNB, uma vez que, na maioria das vezes eles séo
produzidos na natureza em pequenas quantidades (Balunas e Kinghorn, 2005).
Assim, foram selecionadas duas substancias para terem seus mecanismos de
acao avaliados em Leishmania: o lapachol e a TNQ.

No presente estudo, para a avaliacédo da atividade leishmanicida e do
mecanismo de acao do lapachol e da TNQ, foram usados diferentes modelos
biolégicos. Esses modelos tem utilidade reconhecida no processo de
descoberta e desenvolvimento de farmacos leishmanicida. Modelos in vitro do
parasito sao desenvolvidos em formas promastigotas, amastigotas axénicas,
amastigotas derivadas de lesdo de camundongo e amastigotas intracelulares,
sendo que cada modelo experimental utiliza formas diferentes do parasito e
todas elas apresentam vantagens e desvantagens (Hodgkinson e Soong, 1997;
Vermeersch et al., 2009; Freitas-Junior et al., 2012; De Rycker et al., 2013). As
formas promastigotas sdo de facil manutengédo em laboratério, podendo ser
cultivadas in vitro por tempo indeterminado. Ndo ha um consenso sobre por
quanto tempo os parasitos podem ser mantidos ou o numero de passagens
adequado, porém, para melhor reprodutibilidade dos resultados é necessario

que sejam realizadas passagens peridédicas em camundongos, com o objetivo
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de manter o padrao de expressao de proteinas, que pode ser alterado quando
o parasito é cultivado in vitro por longos periodos (Katakura e Kobayashi, 1985;
Moreira et al., 2012; Magalhaes et al., 2014). Este modelo permite a realizagao
de ensaios rapidos e de facil execugado e por essas razdes, as promastigotas,
sdo amplamente utilizadas no processo de triagem de grandes bibliotecas de
substancias e indicadas como modelo biolégico inicial em algoritmo de
descoberta e desenvolvimento de farmacos leishmanicida (Siqueira-Neto et al.,
2010; De Rycker et al., 2013; Grogl et al., 2013). Além disso, devido a
limitagdes das técnicas disponiveis, diversos modelos usados na investigacao
de mecanismos de agéo baseiam-se no uso de formas promastigotas.

Entretanto, uma vez que as promastigotas estdo presentes no inseto
vetor, e ndo no hospedeiro mamifero, ensaios realizados nesta forma podem
selecionar substancias que nado afetam as amastigotas intracelulares,
causadoras da doenga (Freitas-Junior et al., 2012; De Rycker et al., 2013).
Como alternativa, o uso de amastigotas axénicas tem a vantagem de ser mais
semelhante a forma encontrada no homem, permitem a realizagdo de ensaios
rapidos e de alta produtividade, porém, sao dificeis de serem obtidas e
mantidas de forma estavel (Callahan et al., 1997; De Almeida Rodrigues et al.,
2010; De Rycker et al., 2013). Quando ndo é possivel se estabelecer um
protocolo de transformagédo de promastigotas em amastigotas axénicas, ha a
possibilidade do uso de amastigotas derivadas de lesdo de camundongo.
Entretanto, o isolamento de amastigotas é um processo demorado e a
qualidade do material purificado ¢é limitada, devido a contaminantes
provenientes do hospedeiro. Além disso, a presenca de imunoglobulinas do
hospedeiro na superficie do parasito pode interferir na sensibilidade dos
parasitos (Hodgkinson e Soong, 1997; De Almeida Rodrigues et al., 2010).

De maneira geral, promastigotas, amastigotas axénicas e amastigotas
de lesao apresentam diferengas fisiolégicas, bioquimicas e moleculares quando
comparadas a amastigotas intracelulares (Siqueira-Neto et al., 2010). Em uma
comparagao da expressao de RNA entre amastigotas axénicas e amastigotas
intracelulares de Leishmania infantum, as amastigotas axénicas apresentaram
40 % de genes sendo expressos em maior quantidade que amastigotas
intracelulares. Ademais, diferengcas significativas foram encontradas em

processos metabdlicos como metabolismo de &acidos graxos, transporte
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intracelular, protedlises e resposta ao estresse oxidativo (Rochette et al., 2009),
0 que pode interferir na sensibilidade a farmacos. Além disso, pro-drogas que
se tornam ativas apds a metabolizagao celular ndo podem ser detectadas
nestes modelos (Siqueira-Neto et al., 2010). Desta forma, as amastigotas
intracelulares s&o consideradas o modelo biolégico in vitro que mais se
assemelha as condigdes reais de infecgdo por Leishmania (Jain et al., 2012).

Apesar de amplamente aceito, 0 modelo de amastigotas intracelulares
também pode apresentar variagdes, por exemplo, em relacdo aos tipos de
células hospedeiras que podem ser infectadas. Macréfagos derivados de
sangue periférico humano, peritoniais murinos e de linhagens, sdo comumente
usados para este fim. A obtencgao, diferenciagdo e manutengdo de mondcitos
humanos e murinos frescos é, todavia, limitada pela disponibilidade de
amostra, apresenta alto custo e importantes questbes éticas (Gebre-Hiwot et
al.,, 1992; Jain et al.,, 2012). A comunidade cientifica internacional tem
fomentado o emprego de métodos que evitem ou substituam o uso de animais
experimentais quando possivel (National Centre for the replacement refinement
& reduction of animals in research, 2015). O uso de linhagens celulares, além
de permitir um suprimento constante de células hospedeiras homogéneas, é
tido como alternativa valida para substituir ou minimizar o numero de animais
em um estudo. Dessa maneira, o uso de macrofagos derivados da linhagem
THP-1, além de aceito como modelo experimental para infecgdo com
Leishmania, evita a eutanasia de camundongos (Gebre-Hiwot et al., 1992). A
linhagem de células THP-1 foi derivada do sangue periférico de uma crianga
com leucemia monocitica aguda. Ela foi caracterizada por Tsuchiya e
colaboradores em 1980 e é de facil manutengao (Tsuchiya et al., 1980). Apds a
sua diferenciagdo em macréfagos, infecta-se com promastigotas de varias
espécies de Leishmania e fornece resultados reprodutiveis, por isso, foi
escolhida como célula hospedeira para o desenvolvimento deste trabalho
(Gebre-Hiwot et al., 1992; Jain et al., 2012).

Com o objetivo de testar os PNB e dPNB no modelo considerado padrao
ouro para detecgdo in vitro de atividade leishmanicida (Vermeersch et al.,
2009), a Clsg do lapachol e da TNQ foi determinada em macrofagos infectados
com L. (L.) amazonensis. Existem duas formas principais de se detectar

amastigotas intracelulares: métodos baseados na contagem direta dos
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parasitos via microscopio 6ptico e métodos de leitura de fluorescéncia e
luminescéncia que requerem parasitos transfectados ou marcados com sonda
(Jain et al., 2012; De Rycker et al.,, 2013). Os métodos mais utilizados
atualmente sdo os de leitura de fluorescéncia e luminescéncia, por serem
praticos e automatizados. Entretanto, tais métodos podem sofrer interferéncia
de artefatos que podem atrapalhar a leitura. As substancias podem interferir, de
maneira inespecifica, na fungdo da proteina repérter ou do seu substrato,
comprometendo a validade dos resultados. Além disso, o0 método de analise
nao permite a avaliagao da porcentagem de células infectadas ou a distribuicao
de amastigotas por macrofagos (De Rycker et al., 2013; Rocha et al., 2013a).
Por sua vez a contagem direta dos parasitos € uma tarefa muito trabalhosa e
demorada, pois requer a contagem em microscopio optico das amastigotas em
pelo menos 100 macrofagos por amostra. Além disso, essa técnica pode ter a
reprodutibilidade prejudicada por ser dependente do treinamento do
experimentador (Rocha et al., 2013a). Apesar das desvantagens dessa técnica,
ela permanece muito usada devido ao seu baixo custo, por permitir a
determinacdo da porcentagem de células infectadas e o numero de
amastigotas por célula e a dificuldade de acesso e padronizagao de métodos
baseados em fluorescéncia, que muitas vezes requerem parasitos
transfectados e instalagbes apropriadas para trabalhar com organismos
geneticamente modificados (De Rycker et al., 2013; Rocha et al., 2013a).

A fim de aprimorar o modelo classico de macréfagos infectados e torna-
lo mais pratico e robusto, neste trabalho foi realizada uma adaptagéo do ensaio
descrito por Jain e colaboradores. Em seu artigo original, os autores propéem a
coloragao das laminas com Sybr Green, posterior aquisicdo de imagens em
microscopio de fluorescéncia e contagem dos macréfagos e amastigotas com o
auxilio do programa Image J (Jain et al., 2012). No presente trabalho, foram
associadas a praticidade da coloragdo com pandtico as vantagens de se
realizar a contagem em imagens digitais com o auxilio de um software. Essas
adequagdes tornam a contagem dos parasitos menos desgastante e o erro do
experimentador reduzido em relagdo ao modelo classico. Além disso, as
imagens e contagens sdo documentadas, permitindo conferéncia posterior das
mesmas areas das laminas observadas na contagem original. Em relagdo a

técnica proposta por Jain e colaboradores, também podem ser citadas
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vantagens. Uma vez que a coloragdo com pandtico € estavel, as laminas
podem ser armazenadas por um longo periodo e as imagens nao precisam ser
adquiridas imediatamente apds a coloragao, como ocorre com o fluéforo. O uso
do corante pandtico também permite a aquisicdo das imagens em microscopio
Optico tornando a técnica economicamente mais acessivel, uma vez que o
custo dessa categoria de equipamento tende a ser inferior aquele de
microscopios de fluorescéncia.

A fim de conhecer o efeito induzido pelas substancias em teste sobre as
diferentes formas do parasito, a Clsg do lapachol e da TNQ também foi
determinada em promastigotas e amastigotas obtidas de lesdo. Em
promastigotas, as substancias foram cerca de quatro vezes mais ativas do que
em amastigotas intracelulares e cerca de dez vezes mais ativas do que em
amastigotas obtidas de les&o. Esses resultados estdo de acordo com dados da
literatura que demonstram que as promastigotas podem ser mais sensiveis e
permitir a detecgcédo de atividades que nao se reproduzem em outros modelos
(De Rycker et al., 2013). Além disso, a Clsp foi mais elevada no modelo de
amastigota obtida de lesdo quando comparada a amastigotas intracelulares.
Este fato pode estar relacionado a presenga de proteinas e imunoglobulinas do
hospedeiro na superficie das amastigotas, que podem interferir na interagao do
parasito com as substancias (Mirjalili, 2003) ou ao fato de terem sido usadas
cepas diferentes de L. (L.) amazonensis (Lopez-Martin et al., 2008).

Em todos os modelos utilizados, a Clsp da TNQ foi cerca de dez vezes
menor que aquela do lapachol, mostrando ser esse dPNB superior ao lapachol
quanto a atividade leishmanicida. O indice de seletividade da TNQ, calculado
pela razdo entre a Clsp em macréfagos e em amastigotas intracelulares,
também foi superior aquele do lapachol. Entretanto, nenhuma das substancias
alcangou o recomendado pela DNDi, que sugere IS maior que 10 para que a
substancia possa avangar no fluxograma de descoberta de farmacos
leishmanicida (loset et al., 2009). Porém, os estudos de seus mecanismos de
acao e alvos celulares contribuem com o conhecimento a respeito da atividade
leishmanicida das naftoquinonas, podendo esse ser utilizado no processo de
desenvolvimento de novas substancias ativas.

Uma das maneiras de se investigar o mecanismo de acédo de

substancias bioativas € a identificacdo dos alvos celulares com os quais essas
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interagem, sendo que muitos alvos sdao enzimas. A enzima tripanotiona
redutase (TR), validada como alvo terapéutico, catalisa a redugdo da
tripanotiona (Jockers-Schertbl et al.,, 1989). A presenca da tripanotiona na
forma reduzida € importante para os tripanossomatideos na manutengao de um
ambiente celular redutor, livre do estresse oxidativo (Fairlamb e Cerami, 1992;
de Molfetta et al., 2009; Singh et al., 2012). Diversas substancias como a
BCNU (Jockers-Scherubl et al., 1989), a TNQ 2 (Zani e Fairlamb, 2003), a 2,3-
bis[3-(2-amidinohidrazona)-butil]-1,4-naftoquinona (Jockers-Scherubl et al.,
1989) e a 8-metoxi-nafto[2,3-b]tiofen-4,9-quinona (Zani e Fairlamb, 2003),
foram descritas como inibidoras desta enzima.

Dentre as seis substancias leishmanicida estudadas neste trabalho,
nenhuma foi capaz de inibir a agdo da enzima TR. A substancia TNQ teve
atividade sobre a TR demonstrada anteriormente, apresentando 70 % de
inibicdo a 100 pM. (Zani et al., 1997). Este estudo, todavia, foi realizado com
uma metodologia diferente da usada no trabalho de Zani e colaboradores, onde
substancias com fraca afinidade pela enzima podem ser detectadas como
ativas, por serem incubadas com a TR por 30 min antes de ser adicionado o
substrato. Varios estudos revelaram que naftoquinonas com atividade
tripanocida, estdo entre os mais potentes inibidores da TR (de Molfetta et al.,
2009). Estudos de docking mostraram que a TNQ, assim como outras
naftoquinonas com estruturas quimicas muito semelhantes, sdo capazes de se
ligar & um bolséo hidrofdbico presente na enzima, que é diferente do sitio ativo
do substrato natural da mesma (de Molfetta et al., 2009). Apesar das
naftoquinonas compartilharem o esqueleto quinona, suas diferengas estruturais
parecem ser importantes na capacidade de inibir a TR. Estudos de relagao
estutura/atividade deverdo ser realizados para confirmarem esta hipotese.
Além da atividade da TNQ sobre TR nao ter sido confirmada neste trabalho, a
concentracdo de TNQ necessaria para inibir a atividade enzimatica da TR em
70 %, segundo os dados da literatura, foi da ordem de 10 vezes superior ao
ICs0 desta substancia em amastigotas intracelulares. Portanto, pode-se inferir
que a inibicdo da TR ndo seja o mecanismo responsavel pela atividade
leishmanicida da TNQ.

A mitocbndria Unica dos tripanossomatideos apresenta caracteristicas

que a difere das mitocdndrias de mamiferos. A fosforilagdo oxidativa que ocorre

73



em sua membrana interna € uma importante fonte de espécies reativas
oxigénio, que sao toxicas para o parasito. Essas caracteristicas tornam estas
organelas importantes alvos para potenciais quimioterapicos (Soeiro e de
Castro, 2009; Fidalgo e Gille, 2011). Como o lapachol é conhecido por sua
capacidade de causar danos mitocondriais em T. cruzi e gerar espécies
reativas de oxigénio (Hussain et al., 2007; Salas et al., 2008), foram adotadas
abordagens para verificar danos mitocondriais em Leishmania tratada com
lapachol e TNQ.

Uma das formas de se estudar a integridade das mitocdndrias €
avaliando o potencial de membrana dessas organelas que esta diretamente
associado as suas fungdes fisioldgicas. Durante a fosforilagdo oxidativa, a
diferenga de voltagem é mantida em aproximadamente -180 mV, através da
membrana mitocondrial interna por uma rede de movimentos de cargas
positivas. Esse € o componente principal da forga préton-motriz na mitocéndria,
utilizada para dirigir a sintese de ATP (Perry et al., 2011). A manutengao do
potencial de membrana mitocondrial € essencial para este processo, assim
como para a sobrevivéncia do parasito (de Souza et al., 2009). O tratamento
com lapachol (24 h de incubagao) reduziu em 34 % a populagdo com marcagao
positiva para TMRE quando comparadas aos parasitos sem tratamento. Esse
resultado indica ocorréncia de dano na membrana mitocondrial apds o
tratamento com essa substancia. Por sua vez, a TNQ nao reduziu
significativamente a marcagdo, sugerindo que a perda do potencial de
membrana mitocondrial n&o esta envolvida no processo de morte
desencadeado por esta substdncia. Apesar da mitocéndria de
tripanossomatideos ser um dos principais alvos para furanonaftoquinonas, a
furanonaftoquinona triazélica TN, assim como a TNQ, ndo causa danos
ultraestruturais nem perda do potencial de membrana mitocondrial em T. cruzi
e seu mecanismo de agao esta relacionado a autofagia e estresse oxidativo
gerado por espécies reativas de oxigénio (Fernandes et al., 2012).

Avaliou-se, também, se o tratamento com lapachol ou TNQ tinha
impacto sobre a capacidade funcional das mitocéndrias. Para isso, foi usado o
ensaio de respirometria. O lapachol, apds 2 h de incubagao, interfere na fungao
mitocondrial do parasito, diminuindo o consumo de oxigénio em 50 %. Esse

resultado demonstra que o efeito dessa substancia sobre as mitocondrias se
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estabelece em momentos anteriores aqueles em que foi detectada reducao da
viabilidade celular dos parasitos. Analises de respirometria em T. cruzi tratado
com lapachol demonstraram resultados semelhantes, indicando que a inibicéo
da respiragdo é uma agado comum desta substancia (Salas et al., 2008). Por
sua vez, a TNQ néo inibiu o consumo de oxigénio pelo parasito. Esse
resultado, associado ao fato de que essa substancia néo altera o potencial de
membrana mitocondrial, sugere que a mitocdndria ndo € um alvo celular desse
dPNB.

Para a investigacdo de provaveis alvos celulares de acdo dos PNB e
dPNB, parasitos sem tratamento e tratados foram analisados por microscopia
eletrbnica de transmissdo. As analises ultraestruturais corroboraram os dados
de respirometria e citometria de fluxo, mostrando que apenas o lapachol foi
capaz de gerar danos visiveis na mitocondria dos parasitos. Alteragdes
mitocondriais similares foram demonstradas anteriormente por acdo de
naftoquinonas em T. cruzi (Menna-Barreto et al., 2009b) e por outras
substancias em Leishmania (Vannier-Santos et al., 1995; Rodrigues et al.,
2002; Socorro, 2003). Uma vez que o lapachol também promoveu perda de
potencial de membrana mitocondrial, evidenciado no ensaio com TMRE e
induziu danos na fungao mitocondrial, observados no ensaio de respirometria,
sugere-se que essas organelas possam ser um dos alvos celulares envolvidos
na atividade leishmanicida do lapachol.

Nas analises por microsocpia eletrbnica de transmissdo utilizando
tempos curtos de exposigdo dos parasitos aos compostos de modo a
evidenciar danos iniciais as estruturas celulares, também foi possivel observar
que o nucleo e o cinetoplasto dos parasitos mantinham-se integros, nao
apresentando alteragbes ultraestruturais. Estes dados sugerem que
diferentemente de outras substancias como a MDL28170, uma inibidora de
calpaina capaz de causar morte por processo similar a apoptose em L. (L.)
amazonensis (Marinho et al., 2014), esses componentes celulares
provavelmente ndo sao alvos primarios do lapachol e da TNQ. Danos em
outras estruturas como o complexo de Golgi, bolsa flagelar, intensa atividade
exocitica, bem como a presenga de numerosas vesiculas, estruturas
membranares atipicas e perfis de autofagia (envolvimento de organelas por

perfis de reticulo endoplasmatico) foram observados nos parasitos tratados
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com as duas substancias e podem indicar alteragdes no trafego intracelular,
como foi observado previamente em Leishmania tratada com diferentes
substancias (Vannier-Santos et al., 1995; Fernandes Rodrigues et al., 2008;
Guimaraes et al.,, 2010) além de apontar para fendtipo de morte celular
programada do tipo autofagica. Estudos demonstram que naftoquinonas
derivadas da [-lapachona e naftoimidazéis também causam danos no
complexo de Golgi de cinetoplastideos (Pinto e de Castro, 2009; Soeiro e
Dantas, 2009). Alteragdes ultraestruturais semelhantes, causadas por PNB em
L. (L.) amazonensis, foram relacionadas a inibicdo da sintese de esterodis
(Brenzan et al., 2012; Medina et al., 2012). Com a sintese de esterodis
comprometida, a auséncia de lipideos essenciais pode resultar em alteragdes
significativas nas propriedades fisico-quimicas das membranas dos parasitos,
induzindo a desorganizagdo e eventual destruicdo destas estruturas (Brenzan
et al., 2012). Porém, mais estudos sdo necessarios para avaliar a importancia
dessas alteragcdes no processo de morte celular desencadeado pelo lapachol e
pela TNQ em Leishmania.

Com relagdo a presenga de perfis de reticulo endoplasmatico
circundando porgbes do citoplasma e mesmo organelas de promastigotas
tratadas com as duas substancias, estes dados sugerem morte por processo
autofagico. Essas alteragbes sdo frequentemente observadas, apresentadas
por tripanossomatideos na presenga de outras substancias antiparasitarias
(Menna-Barreto et al., 2009a, 2009c; Fernandes et al., 2012). A autofagia € um
mecanismo de reciclagem de organelas e estruturas celulares danificadas,
visando restabelecer a homeostase celular. Porém, quando este equilibrio ndo
€ alcangado, a autofagia pode resultar em um mecanismo de morte (Menna-
Barreto et al., 2009a; Fernandes et al., 2012). Mais estudos sdo necessarios
para compreender o papel da autofagia no balango de morte e vida dos
parasitos tratados com lapachol e TNQ.

Embora estudos posteriores visando melhores esclarecimentos a
respeito dos alvos celulares e tipos de morte desencadeados pelos PNB e
dPNB aqui pesquisados ainda sejam necessarios, nossos resultados sugerem
pela primeira vez, que a agado do lapachol em Leishmania esta associada
principalmente a disfungdo mitocondrial e provavel aumento na geragao de

espécies reativas de oxigénio, que levam a morte do parasito. Por sua vez, o
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mecanismo de acao da TNQ parece nao estar relacionado a danos
mitocondriais. Pode-se propor que a inibicdo da enzima tripanotiona redutase
resulte no acumulo de espécies reativas de oxigénio desencadeando danos a
estruturas celulares e a morte dos parasitos.

Além disso, o estudo do mecanismo de agao das naftoquinonas lapachol
e TNQ demonstrou que essas substancias, apesar de pertencerem a uma
mesma classe de compostos quimicos, apresentam perfis de atividade e
mecanismos de acdo diferentes. Uma vez que estas substancias podem servir
como base para o desenvolvimento de analogos com alvos cada vez mais
especificos e melhor perfil de toxicidade, o estudo dessas e de outras
naftoquinonas é importante no desenvolvimento de farmacos tripanocida e

leishmanicida.
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7 CONCLUSOES
Quanto a triagem das substéncias:

*Esta é a primeira vez que a atividade leishmanicida da TNQ, aurentiacina e
eleuterine é descrita.

*Os diferentes protocolos e critérios para determinacdo de bioatividade de
substancias devem ser selecionados cuidadosamente de forma que seja
possivel a comparagdo entre os dados obtidos por grupos de pesquisas

diferentes.

Quanto ao estudo do mecanismo de agao:

*As alteragdes observadas no potencial de membrana mitocondrial, no
consumo de oxigénio e na ultraestrutura da mitocondria de promastigotas de
Leishmania, apontam esta organela como alvo celular para o lapachol.

*A auséncia de efeitos significativos na mitocondria sugerem que a TNQ néo
tem como alvo essa organela. Entretanto, os danos observados no complexo
de Golgi e bolsa flagelar podem ser causados por ROS. Estudos posteriores
deverao ser realizados para a confirmagao desta hipotese.

*Substancias da mesma classe estrutural podem ter atividades e mecanismos
de agéo bioldgica diferentes.

*Por apresentarem alvos diferentes, a associagao do lapachol e da TNQ pode
resultar em uma agao leishmanicida mais eficaz possibilitando a diminuigcdo da
Clsp e consequentemente aumentado o IS. Hipdtese esta que deve ser

investigada posteriormente.

Quanto ao desenvolvimento geral do projeto:

*A adaptacao do protocolo de ensaio para detecgao de atividade leishmanicida
tornou este ensaio mais pratico e acessivel.

*Este estudo podera contribuir para a investigacao de relagdes entre estrutura e
atividade das naftoquinonas.

*Os produtos naturais sdo fontes de novas substancias bioativas e a
investigacdo dos mecanismos de agao envolvidos nesse processo, realizada
de forma multidisciplinar, fundamenta o conhecimento necessario para o

processo de desenvolvimento de novos farmacos.
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8 ANEXOS

8.1 Termo de concessao de acesso a amostra componente do
patrimonio genético
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8.2

QACNPq Ol TR R

5425653854543928
Coneatio Narkoral da Dosarwoninanss
Cieaficn » Fasritighes.

AUTORIZAGAO DE ACESS'?OE DE HEM:ESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO
PATRIMONIO GEN O n® 010302/2013-1

O CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CNPq, credenclado pelo
Conselho de Gestao do Patrimbnio Genético (CGENMMA), por meio da Deliberagao CGEN n* 246, de 27 de agosto de
2009, para autorizar instituigdes nacionals, piblicas ou privadas. que exercam atividades de pesquisa e desenvolvimento
nas areas bioldgicas e afins, a acessar @ remeter amostras de componente do patnmonio genético para fins de pesquisa
cientifica sem potencial de uso econdmico, neste ato representado pelo seu Diretor de Ciénclas Agranas, Biologicas e da
Sadde, nos termos da Portaria CNPq n® 161/2010. autoriza a instituigdo abaixo qualficada a acessar e remeter amostras
de componentes do patrimbnio genético.

Institui¢do: FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ

CNPJ: 337.810.550/0001-35

Representante Legal: MANUELA DA SILVA

Cargo/Fungéo: Assessora da Vice-Presidéncia de Pesquisa e Laboraténos de Referéncia

CPF: 123.661.178-09 RG: 55274304

Projeto: Investigagao do mecanismo de acdo de produtos naturais com atividade leishmanicida, tripanocida ou
antitumoral

Coordenador do Projeto: Tania Maria de Almeida Alves

CPF: 836.107.077-04 RG: 057923625 - IFP / RJ

Finalidade do projeto: Em projetos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa de Quimica de Produtos Naturais
Bioativos, os extratos brutos de plantas foram preparados @ armazenados a -70 “C para Investigagdo quimica. Neste
projeto pretende-se estudar cinco espécies de plantas nativas abundantes em de Minas Gerais. Sao elas: (Eleutherine
bulbosa - Iridacea: Blepharocalyx salicifolia - Myrtacea: Mikania cblusata - Asteracea: Alomia myriadenia - Asteraceae e
Tabebuia ochracea - Bignonlacea).

Amostras a serem acessadas:

Espécie(s): Eleutherine bulbosa - Iridacea, Blepharocalyx salicifola - Myrtacea, Mikania obtusata - Asteracea, Alomia
myriadenia - Asteraceae, Tabebuwa ochracea - Bignoniacea

Tipo de material/quantdade de amostras: As amostras foram coletadas anteriormente de acordo com autonzacao de
coleta emitida pelo Instituto estadual de Florestas |EF. anexo

Local de depésito de subamostra: NAO INFORMADO

Equipe do projeto: TANIA MARIA DE ALMEIDA ALVES / CPF 836.107.077-04
ALVARO JOSE ROMANHA / CPF 132.507.606-68
FERNANDA LUIZA DE MELO FRANCISCO / CPF 015.867.716-12
SILVANE MARIA FONSECA MURTA / CPF 817.194.696-87
MARIO STEINDEL / CPF 352.443.309-00
POLICARPO ADEMAR SALES JUNIOR / CPF 541.451.983-87
CARYNE MARGOTTO BERTOLLO / CPF 083.647.087-75
LUIZA GUIMARAES TUNES / CPF 088.330.146-65
CARLOS LEOMAR ZANI / CPF 300.508.556-20
DANIELA NABAK BUENO MAIA / CPF 036.411.456-86
PAULA CRISTIANE MOTTA SALES / CPF 050.036.336-61

Validade da Autorizagao: 04/07/2013 a 07/06/2016

A Institugao acima qualificada devera enviar ao CNPq. por melo da Plataforma Carlos Chagas, relaténo anual sobre o
andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto n®. 4.946/2003.
Pagina 1 de 2



Esta autorizagdo esta vinculada as Informacdes, declaragdes e termos de compromisso firmados pelo coordenador do
projeto e pelo representante legal, constantes do Processo n* 010302/2013-1. Atvidades de acesso aos conhecimentos
tradicionais assoclados, de acesso e de remessa de componente do patriménio genético com finalidade comercial,
aphcacao industrial, bioprospeccac ou desenvolvimento tecnolégico nao estao autorizadas.

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou nao de protecao intelectual, onginado das
amostras de componente do patriménio genético acessado no dmbito desta autorizagdo, a instituicdo beneficiada se
compromete a adotar as providéncias cablivels, nos termos da legisiagao vigente, junto ao CGENMMA.

A remessa de amostra de componente do patriménio genético devera ser precedida da assinatura do Termo de
Transferéncia de Material (TTM) ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patrimdnio Genético (TRM). Para a remessa de componente do patriménio genético para instituigao sediada no exterior,
devera ser sobcitada ao Instituto Brasileiro do Melo Amblente e dos Recursos Naturals Renovaveis - IBAMA, por meilo de
formutano especifico @ mediante a apresentagao de TTM ou TRTM, kcenga de exportagao complementar a autorizagao de
remessa, mormente quando se tratar de remessa de espécies constantes nos Anexos da Convengao sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingdo (Cies).

Brasilia, 07 de Junho de 2013

Paulo Sergio Lacerda Beirao
Dirator de Ciéncias Agranas, Blologicas e da Saude

Para visualzar a versdo digital da Autonzagdo de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patnimdnio
Genético, V.Sa. podera wutlizar a feramenta disponibilizada pelo CNPgQ para esse fim na pagina
http://servicosweb.cnpg.brivisualzador’ e informar o nGmero do protocolo 5425653854543928 para recupera-la do banco
de dados do CNPq. ou podera selecionar 0 arquivo salvo em seu computador (em formato PKCS7). V.Sa. pode também
usar outro aplicativo disponivel no mercado capaz de reconhecer arquivos no padrdo PKCS7 para fazer a visualzagdo e
extragao do documento.
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8.2

Informagoes da ATCC sobre a linhagem de células THP-1
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ATCC

THP-1 (ATCC® TIB-202")

Piease read this FIRST

lorage lemp
liquid nitrogen

vapor phase

Intended Use

e Description

Organism: Homo sapiens, human
Tissue:

parpharal biood

Disease: pote ronocyly: kkemis
Cell Type: monocyle

Age: 1 year infan

Gander: male

Morphelogy: monacyls

Growth Properties: suspersion
DNA Profile:

Amslogenin XY

CSFIPO: 1113

D1ISHMT. 13

D655 11,12

psss1a 11,12

DTS&20 10

THO1:893

TPOX 811

VIVAC 16

@ Batch-Specific Information

This product b Inended for reseanch use only. R s not
imberind for amy animal o Purman Peeapeubic or
Aagnoalic ute

Complete Growth Medi

Tres base medum for this oel ins is ATCCHormutsted
RPM- 1640 Medhum, Catalog No. 302001, To make e
camplate growth madium. add the foliowing
componeny 1o the bese medum. 2-mercaploeercl
a firwd concertration of § 05 m\ felal bovre serum o
a final concantration of 10%

Citation of Strain

¥ use of this cuture results i a scenlfic publcston, £
shouid be ciad in Tat manuscriot in e foliowing
manrer. THP.1 [ATCC® TIB-202 ™)

Arvarcan Typm Cobirs Colmoton
FO 8o 1580
Manasean VA 2104 USA

A alos org

800 4393 5567 or TOD M6 2700

Fae: 700 3% Lo

]

Or comfec! your Loa’ Asnbui
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Refer to the Cerificate of Analysis for batch-specific teal resuls.

A sverv precaumon

ATCC highly recommends that protective gloves and clofhing always be used and a full face mask always ba
worn when handling frazen wals. il s imporiant o note that some vials leak when submersed in iguid nirogen
and will showty il with ligud nitrogen. Upon thawing, the comversion of the lgusd nirogen back lo its gas
phase may resull n the vessel axploding or biowing of ts cap with dangerous farce creating Mying debrn

-~
[P Unpacking & Storage Instructions

1. Check all containers for leakage of breakage
2. Remone the Fozen cells from the dry ke pachaging and immedisiely place the ol 8l 5 lempersture
below -130°C, preferably in Squd nitrogaen vapor, untll ready for use

-
" Handling Procadure for Frozen Cells

To insure the highest leved of vabilty, thaw the val and ntiate the cuflure as oon as possible upon recept ¥
nued slorage of the frozen culure B necessary, it should be slored n ligud nitrogen vapor

upon arrival, oo
phase and not 1 -70°C. Slorage at -T0°C wil resull in loss of visbility

1. Thaw tha vial by gentie agitation in a 37°C water bath. To reduce the possibiy of contaminaion, keep
the O-rng and cap out of the water. Thawng should be rapd (spproximately 2 minules)

2. Remdve the vial from e waler Dafh 2% 5000 as the contenis are thawed, and decontaminala by
dippirg in of spranying with 70% ethancl. Al of the operations from this point on should be camed ot
uncer st aseplhic condicns

3. Transfer o vial conlents % a centrifuge tube containng 9.0 mL compiete cuture madum. and spin at
pppronimately 125 x g for 550 7 mrutes

4. Resuspend cel pelict with the recommended complele medum (see the speafic batch information for
the oullure recommended diubon reto) ard disgenss oto 8 25 o culure 1ase It B mpadtant 1o
avold excessive alalinity of the medium during recovery of the cels. It is suggested that, pricr 10 the
additon of the val corterts, the cultute vesssl contsining e complete groath medium be placed rio
the incubalor for at least 15 mirutes %o alow the medum to reach s normal pH (T.0 % 7.6). pH (7.0 1o
78)

S Incubate T cubture at 37°C in a sulable incubator. A 5% CO, in air atmosphare is recommmanded |f
usng the medium described on this product sheet

A Handling Procedure for Flask Cultures

The flask was seedad with cells (see spechic batch information), grown, and completely filed with medium at
ATCC 1o prevent loss of cals during shpping
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e

ATCC

THP-1 (ATCC® TIB-202")

Piease read this FIRST

liquid nitrogen

vapor phase

1. Upon receipl vsusily exsmins e cullure for macroscopc svidencs of sy microbssl conlarmnation
Using an iInverted microscope (preferably equipped with phase-contrast aptics ), careduly check for
any envidence of microbisl contaminsion

2. Incubate the fask in a0 upeight positon for severdd hours 8t 37°C Alter the temperatures has
equilbrated. aseptically remove the enire contonts of the fask and centnfuge at 125 x g for 5 to 10
minules. Remowve shipping medim and sove for reuse. Resuspend the osfl peliet in 10 mi of this
medium,

3 From this celdl suspenson remove & sampls for 8 ool count and visbilly. Adust the osll dermity of the
suspension 1o 4 x 10" viabie celaiml in he shipping medium

4. Incubate the culture. honzontaly, sl 37°C n a 5% CO, n sir stmosphere. Mantain the ool denslty of
the culthure 58 suggested under the subculture procedurs

§ Subculturing Procedure

Protocol: Cuilures can be mairtaned by the addiion of Fesh medium or replacement of medum
Alsrnatively, cultures can be eslablabed by centrifugation with subssqguen! resuspenson o 2-4 x 10% viskie
columl. Subtulture when ool concentration reaches &x10° cellsiml Do nat aliow the cell cancentration 1
excedd 1 x 107 cele/mL. Coming™ T.75 fashs |calalog £L31464) are recammanded for suboutunng this
prochact

Medium Renewal: Every 210 3 days

* Cryopreservation Medium

Intended Use

This product is Imendced for reseanch use only. R s not
intercied for amy snmal or human Perapeutic or
dagrealc use

c lete Growth Medi

Tres base medum for this osl ine is ATCCHfomuising
RPM- 1640 Medhum, Catalog No. 302001, To make e
comgplate growth madium, add the foliowing
componants 1o the bese medum. 2-mermaploefercl 1o
& fired concenrtration of 005 mAY. fetal bowne secum to
a final concantration of 10%

Citation of Strain

Cryoprotectant Medium
Compiate groath medium descrided above suppiemented with 5% (wv) DMSO
Cel culbure tested DMSO s svadable s ATCC Cotalog No. 4-X

Q Commants

The celly are phagocySc (for both kstex beads ard sensilzed enytirocytes) and lack surface snd cytoplasmc
Immunagiabuln
Monocytc difecantation can be induted with the phorbol ester 12-O-tetradecanaylphortol-13-acetate (TPA)

ﬁ References

Referercas and other indormation relsSng 1o this procduct are svaiable orfine 8l www #loc org

@ Biosafety Level: 1

i use of this cuture results i & scenlific publcston, £
shouid be cned in Tat manuscript in e foliowing
manmrer. THP-1 {ATCC® MiB-202 ™)

Arvarcan Typm Colire Colmonon
PO Baa 1528
Manpatan VA 20104 LUSA

B30 438 6567 or TO) JEG IO
Fae: 700346 2780

Emanl Tech(ets

S

Or corves! yoasr oa’ Asnduty

Page 2013

Approgriate salely procedures should always be used mith this material. Laborstory safely s dsonsed in
the currert putiication of the Bioasfely in Mcrobrodogies! and Biomedical Laboralores Fom the U S
Ceparment of Heakh and Huran Services Centers for Dssase Contral and Prevention and Nasonal insitutes
for Hesalth

ATCC Warranty

The vabiky of ATCC® products Is waranied for 30 days fram the date of shipment, and Is vali only if the
procuct is stored and cultured scconding 1o the inflormaton induded on this peaduct information shwet ATCC
Ists the media formuiabion et has been found o be efective for s sirain. While offer, unspetified media
may ¥=0 produce satsfactony resuls, a change in media or the absence of an addlive from the ATCC
recommended medis may sflect recovery, growth andior furction of s strain. il 50 stermstive medium
formulation is used, e ATCC warmanty for viabiley is nolonger vala

Disclaimers

This product s indended for laboratory research purposes ondy. It s not intended for use in humans

Whie ATCC uses resmonable eflots lo mclude sccurste and up-to-date informstion on $is product sheet
ATCC makes no warranties or representations as 1o & acouracy. Citations from scientifc Meraure and
patents are provided for informatonal purposes only. ATCC does not wamant that such information has been
confirmed lo be scorate

This product B sent with ?he condbion that you are responsbie for s safe siorage, handing, and use. ATCC
i nol listle for sy darmdges of injuties ariing from recspl andior uses of Bvs product. While ressonable effont
& made o nsure authenscty and relabiity of siraint on depost, ATCC & nat lable for damages ansing from
the misidentficaton of msrepresactshon of oultures

Pledetn soe the entdosed Malers! Trarmler Agreement (MTA) for frther detals regarding the use of ths
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@ procuct. The MTA s also avalable ¢

ATCC s g e
THP-1 (ATCC® TIB-202™)

Plcase read this FIRST

Slorage Temp.
liquid nitrogen

vapor phase

intended Use

Nis prodect B inkended for resea Wk Wy W
merced for arry sanmal of Puman Fwerapesuls
Sagrntlc use
Complete Growth Medium
Tres bass machum for the oeld ke m ATCC fomauisied
RPME- 1680 Modkum, Catalog N 001. To make e

yrgiate growth madium, add I ARG

rrgone o the base medum. 2-mercaploehearol ¥
a frwd conceciraon of O 05 mAl felal bovne serum L

final cancantral 8
Citation of Strain
f ume of this cullure res B I & soenthc publcston,

u o e SCdiowAng
AT

Arvact e reCelw
My i USA
waa ak Lo |
'

st Tocr{le g

. .

our Yeb s
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8.3 Analises por HPLC
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TIOFENONAFTOQUINONA

Nome IUPAC: Nafto [2,3 - b] tiofen-4 ,9-quinona
Foérmula molecular: C12HgO2S
Massa molecular: 214,23984g/mol

S
W

o}
Cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizado € da marca Shimadzu constituido por:

v" bomba de alta pressao(LC10AD),

v' detector fotodiodo(SPDM20A),

v comunicador(CBM-20A)

v injetor valvula Reodyne com loop de 20uL

v' forno( CTO-20A): 40°C

v Fluxo: 1mL/min

v Coluna Supelco Analytical: RP-18 com dimensoes 4,6x250 mm;
tamanho da particula : 5um

Fase modvel: acetonitrila e agua mili-Q

<\

Para a analise foi utilizado o seguinte gradiente de concentragéo:

100 / >
80

o

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Tempo(min)

Concentragdo de acetonitrila(%)
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A amostra foi injetada com concentracdo de 0,05 mg/mL. No A4 nm foi
registrado o seguinte cromatograma e espectro no ultravioleta:

mAll

FDA hulti 1
2000

16.646

1500

1000

S00—

0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 15.0 17.5 200 225

Retention Time (16645
ma T
3000

2000

1000

0

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 380 370 380 390

Tun

Diante disso, a tiofenonaftoquinona apresentou um grau cromatografico de
pureza acima de 99%.
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LAPACHOL
Nome IUPAC: 4-Hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil) naftaleno-1,2-diona
Férmula molecular: C15H1403
Massa molecular: 242,26986g/mol.

o} CH
OH
O

Cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizado € da marca Shimadzu
constituido por:

bomba de alta pressdo(LC10AD),

detector fotodiodo(SPDMZ20A),

comunicador(CBM-20A)

injetor valvula Reodyne com loop de 20uL

forno( CTO-20A): 40°C

Fluxo: 1mL/min

Coluna Supelco Analytical: RP-18 com dimensdes 4,6x250 mm;
tamanho da particula : 5um

Fase movel: acetonitrila e agua mili-Q

AN NE NN NN

<

Para a analise foi utilizado o seguinte gradiente de concentragéo:

100 /0 ¢
- /
S /]
T 80 /]
T /]
E vd
3 60 7
= L/
3 //
R 40 7
(23
iy
=
g 20 ¢
(=}
O
0
0 5 10 15 20
Tempo(min)

90



A amostra foi injetada com concentragédo de 1,0 mg/mL. No A4 nm foi
registrado o seguinte cromatograma e espectro no ultravioleta:

mal

] FDA hulti 1
=
pxd

2000 \

2000

1000

o fJ L
T T T T T T T

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

'I'"'|""I""|""I""|""II""|""|""|""I""|""I""|""I" ¥ b AL R ML
310 320 330 340 350 360 370 BJSHI 390
1in

DLl LA DSRRLALAE bl BRRALULAA Wb bl DAt bl kb hARRLU WAL b
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Diante disso, o Lapachol apresentou um grau cromatografico de pureza

acima de 99%.
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ELEUTERINE
Nome IUPAC: 9-metoxi-1 (R), 3 (S)-dimetil-3,4-di-hidro-1H-benzo (g)
isocromeno-5,10-diona
Foérmula molecular: C1gH1604
Massa molecular: 272,29584g/mol

HiC~o o  cH;

CHj
o}

Cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia utilizado é da marca Shimadzu
constituido por:
bomba de alta pressao(LC10AD),
detector fotodiodo(SPDM20A),
comunicador(CBM-20A)
injetor valvula Reodyne com loop de 20puL
forno( CTO-20A): 40°C
Fluxo: 1mL/min
Coluna Supelco Analytical: RP-18 com dimensdes 4,6x250 mm;
tamanho da particula : S5Spm
Fase movel: acetonitrila e agua mili-Q

ASANENE NN NN

(\

Para a analise foi utilizado o seguinte gradiente de concentragéo:

100 / 2 4

60 /

Concentrac¢ao de acetonitrila(%)

20/

0 5 10 15 20
Tempo(min)
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A amostra foi injetada com concentragdo de 1,0 mg/mL. No Azs nm foi
registrado o seguinte cromatograma e espectro no ultravioleta:

mAU
S00

F Lo hdulti A

13.443

aon-]
=00

200

o &__’_’_/_,

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 175

Retention Time 213443

AREE R R T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260 270 220 290

Diante disso, a Eleuterine apresentou um grau cromatografico de pureza

acima de 99%.
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ELEUTEROL
Nome IUPAC: 4-hidroxi-5-metoxi-3 (R)-metil-3H-nafto (2,3-c)-furan-1-ona
Foérmula molecular: C14H1204
Massa molecular: 244,24268g/mol

H3C—
o OH CH,

o}

Cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizado € da marca Shimadzu
constituido por:

bomba de alta pressdo(LC10AD),

detector fotodiodo(SPDM20A),

comunicador(CBM-20A)

injetor valvula Reodyne com loop de 20uL

forno( CTO-20A): 40°C

Fluxo: 1mL/min

Coluna Supelco Analytical: RP-18 com dimensdes 4,6x250 mm;
tamanho da particula : 5um

Fase movel: acetonitrila e agua mili-Q

AN VR NN NN

<

Para a analise foi utilizado o seguinte gradiente de concentragéo:

100 Val *
//
S /
<
= /
£ L/
: /
s 60 L/
g /
3 /
S 40 )
= A
|
2 20 &
©]
0
0 5 10 15 20
Tempo(min)
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A amostra foi injetada com concentragdao de 1,0 mg/mL. No comprimento de
onda 254 nm foi registrado o seguinte cromatograma e espectro no ultravioleta:

mAl

1500
1000 —

S00—

FDA hdulti 1

Ti 565

Eetention Time C13.585
AT
5000 I
3[@:@1334.3? 32700 33:!59;9!96?:.92

] 0
] | 2?1.51

|||||

" L A s L W L L
190 200 210 220 230 240 250 260 2Tb 280 290 3DEI 310 320 3EI

340 350 36EI 3?0 380 390
fim

Diante disso, o Eleuterol apresentou um grau cromatografico de pureza

acima de 99%.
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CHALCONA 1

Foérmula molecular: C1gH1g04
Massa molecular: 298,33312g/mol.
a

H o

H4C

HO

CHy
Cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizado € da marca Shimadzu
constituido por:
bomba de alta pressdo(LC10AD),

detector fotodiodo(SPDM20A),

comunicador(CBM-20A)

injetor valvula Reodyne com loop de 20uL

forno( CTO-20A): 40°C

Fluxo: 1mL/min

Coluna Supelco Analytical: RP-18 com dimensdes 4,6x250 mm;
tamanho da particula : S5Spm

Fase movel: acetonitrila e agua mili-Q

AN N RN NN

(\

Para a analise foi utilizado o seguinte gradiente de concentragéo:

100 ) g

90

80

70

Concentragio de acetonitrila

60 T 1
0 10 20

Tempo(min)
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A amostra foi injetada com concentragdo de 0,05 mg/mL. No Azss nm foi
registrado o seguinte cromatograma e espectro no ultravioleta:

maAall

PDA Multi 1
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i

Diante disso, a Chalcona 1 apresentou um grau cromatografico de pureza
acima de 95%.
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CHALCONA 2
Foérmula molecular: C1gH2004
Massa molecular: 312,3595g/mol.

CHy
Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia utilizado é da marca Shimadzu
constituido por:

bomba de alta pressédo(LC10AD),

detector fotodiodo(SPDMZ20A),

comunicador(CBM-20A)

injetor valvula Reodyne com loop de 20uL

forno( CTO-20A): 40°C

Fluxo: 1TmL/min

Coluna Supelco Analytical: RP-18 com dimensdes 4,6x250 mm;
tamanho da particula : 5uym

Fase movel: acetonitrila e agua mili-Q

AN NE NN NN

<\

Para a analise foi utilizado o seguinte gradiente de concentragao:

100 L g

90

80

Concentrag¢ao de acetonitrila
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0 10 20

Tempo(min)
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A amostra foi injetada com concentragdao de 1,0 mg/mL. No comprimento de
onda 254 nm foi registrado o seguinte cromatograma e espectro no ultravioleta:

mald

P2 hdulti 2
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<300 —

Z00

200

400
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un

Diante disso, a Chalcona 2 apresentou um grau cromatografico de pureza
acima de 95%.
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AURENTIACINA
Nome IUPAC:
Formula molecular: C1gH1g04
Massa molecular: 298,33312 g/mol.

Cromatografo liquido de alta eficiéncia utilizado é da marca Shimadzu
constituido por:

bomba de alta pressédo(LC10AD),

detector fotodiodo(SPDM20A),

comunicador(CBM-20A)

injetor valvula Reodyne com loop de 20uL

forno( CTO-20A): 40°C

Fluxo: 1mL/min

Coluna Supelco Analytical: RP-18 com dimensdes 4,6x250 mm;
tamanho da particula : 5uym

Fase movel: acetonitrila e agua mili-Q

AN NE NN NN

<\

Para a analise foi utilizado o seguinte gradiente de concentragéo:

100 ) 2

90

80

70

Concentrag¢io de acetonitrila
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A amostra foi injetada com concentragdo de 0,05 mg/mL. No Azs4 nm foi registrado o
seguinte cromatograma e espectro no ultravioleta, sendo que o pico com tempo de
retencao de 2,422 minutos corresponde ao DMSO:

maald

7613

FPDA hulti 1
30

20—

T T T T
5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5

Retention Time : 7613

AT .

300
200 -
100

L s L L L L e L b L b L L L L L L oy o Lo L sy b s Lo Sy s Sy S ps e
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amn

Diante disso, a Aurentiacina apresentou um grau cromatografico de pureza
acima de 95%.
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8.4 Analises por espectrometria de massas

CHALCONA 1

102



Ministério da Saude

Fundagao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas Rend Rachou

Av. Augusto de Lima, 1715 - Bairro Barro Preto
39100-002 Belo Horzonte - MG - BRASL

Tel.: (31) 3349-7700 - FAX: (31) 3295-3115 CPQRR/FIOCRUZ
Accurate Mass Report
Sample Name Acquisition Date:  1/14/2014 11:48:20 AM
Comment Chant: CPQRRALOPNEZequias Instrument maXis ETD
Saqpn type: Metabolte
Purity. single HPLC peak
sample diuted 1:100 with 0.1% MFo in 50% MeOH
Methed mik_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_pos.m
Data Pah DAData\Clients\201 HCPQRALOPN\Ezequias\CINVC IN_1maxis 119mk_direct-MS_pos_CID{299-20aV) d
Acquisition Parameter
lon Polarty Positive Scan Mode MSMS (MAM ) Used Refarence MassLis! Na Formate (pos)
Scan Begin 75 miz isCiD Energy 0.0 eV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Scan End 1000 méz Collsion Energy 200 oV TOF1 Calbration Moda Quadrase + HPC
Source Type ES! Set lon Cooler RF 25.0 Vpp xm‘m Sundwd 01
Set End Plate Offset 500 V Set lon Cooler Transfer 45.0 ps TOF2 Calbration Mod E | Guadrat
Set Capllary 4500V Twme TOF2 Calbration Standard 0.1
MNebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Puse 7.0 us Dovies "m ¢
Dry Gas 4.0 lmin Storage Time —oa )
DOry Heater 180 °C
Set Divert Valve Waste Roling Averages 3 o]
Results
Meas. m@z ¢ lon Formula Adduct Sum Formula  Score mSigma m/z err [mDa] err[ppm] rdd @ Conf N-Rule
1950851 1 CI10M1104 MeH C10 H10 04 100.00 214 1950652 -0.0 02 65 even ok
2091278 1 CATHI6N4Na M+H  C17HISN4Na 100.00 1.7 299.1267 1.1 38 115 even ok
1 C17TH16N4NA M+Na C17H16 N4 100.00 117 299.1267 1.1 -38 115 even ok
Intens. +MS2(289.1278), 20 0cV, 0.0-0.5min #1-30 mz 1%
x10% 131.0480 63
195.0651 1000
§ 196.0684 7.7
1 ‘ 2671170 11
204 8 2001278 318
; 300.1312 6.1
1.54
1.04
e
™
] *
0.5
‘ 8
2
1 8
0.0 , - y - 1 ' v
0 50 100 150 200 250 300 3s0 mz
Bruker Compass DataAnalysis 4.1 printed:  2724/2015 4:1127 PM Page 1041
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Ministério da Saude

Fundagao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Rend Rachou
Av. Augusto de Lima, 1715 - Bairo Barro Preto
39100-002 Belo Harizonte ~ MG ~ BRASL

Tel.: (31) 3349-7700 - FAX: (31) 32053115 CPQRR/FIOCRUZ
Accurate Mass Report
Sample Name Acquisition Date:  1/14/2014 11:51:12 AM
Comment Chant: CPQRRALOPNEZequias Instrumant maXis ETD
SU!’pll type: Metabolte
Purity. single HPLC peak
sample diluted 1:100 with 0.1% HFo in 50% MeOH
Method mik_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_pos.m
Data Pamn DAData\Clients'20149\CPQRALOPN'\Ezequias\CINVC IN_1maxis119mk_direct-MS_pos_sCID-CID(195-25eV).d
Acquisition Parameter
ton Polarty Positive Scan Mode MSMS (MAM ) Used Refarence MassLis! Na Formate (pos)
Scan Begin 75 miz isCID Energy 60.0 oV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Scan Erd 1000 miz Collsion Enargy 250 eV TOF1 Calbration Moda Quadratc + HPC
Source Type ES! Set lon Cooler RF 25.0 Vpp xm‘m Sundwd 01
Set End Plate Offset  -500 V Set lon Cooler Transfer 45.0 ps : )
MNebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Puse 7.0 us Dowt Calb .""""‘m tandard ¢
Dry Gas 40lUmin  Storage Time asen @
DOry Heater 180 °C
Set Divert Valve Waste Roling Averages 3 O
Results
Intens. | +MS2(195.0649), 25 0eV, 0.1-0.5min £1-10 m/z 1%
x10® 1050333 21
1.501 @ 109.0281 as
1 3 100.0645 4.1
2 1120516 69
] - 1220350 &7
] ¢ 1230436 6.1
124.0514 92
1.251 135.0438 18
1 1370230 45
; 137.05084 49
| 139.0751 25
] 1510383 23
1520486 472
1.001 1530499 39
1 1650543 37
1800413 484
] 1810449 4.4
1950649  100.0
o 1960682 93
e g 3 1980519 158
. i 8
0504
0.254 - X
ey
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Ministério da Salde
Fundagio Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas Rend Rachou

Av.

de Lima, 1715 - Bairro Barro Preto

39100-002 Belo Morzonte - MG -~ BRASL
Tel.: (31) 3349-7700 - FAX: (31) 3295-3115

Accurate Mass Report

CPQRR/FIOCRUZ

Sample Name Acquisition Date:  1/14/2014 12:09:41 PM
Comment Chent: CPQRRALCPN/EZequias Instrumant maXis ETD
Sample type: Metabolite
Purity. sngle HPLC peak
sample diuted 1:100 with 0.1% HFo in 50% MeOM
Method mix_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_pos.m
Data Pamn DAData'Clients' 201 4\CPQRALOPN Ezoquias’DMC312DMC312_1maxis119mik_direct-MS_pos_isCID-CID(209-25eV).
d
Acquisition Parameter
ton Polarky Positive Scan Mode MSMS (MAM ) Used Reference MassiList Na Formate (pos)
Scan Begin 75 miz isCID Energy 60.0 oV TOF Calibration Mode Version Version 1
Scan End 1000 m/z Colksion Enargy 250 oV TOF1 Calbration Mode Quadratic + HPC
Source Type ESl Set lon Cooler RF 250 Vep 'GOFI‘ c":';“::“ Sendwd 0.1
ss::g::.l _y“"" SHNE Y menimhivam TOF2 Calboraticn Mode Enhanced Cuadratic
Neouizer 04Bar  Set lon Cooler Pre Puse 7.0 us ;‘:ﬁ’c“'_"'mw 01
Dry Gas 40Umin  Storage Time asen =
Dry Heater 180 °C
Set Divert Vave Viaste Raling Averages 3
Results
Meas. m/z # lon Formula Adduct Sum Formula  Score mSigma miz err [mDa)] eer [ppm] rdb @ Conf N-Rule
166.0622 1 Cr0HINNa MeNa CIOMSN 100.00 160 1660827 05 29 85 even ok
1940571 1 C11HINNaO M+H  C11HENNaO 10000 64 1940576 06 29 75 even ok
1 C1IHINNaO MsNa CI1THINO 100.00 64 1940576 06 29 75 even ok
2000806 1 CIOMIONSNa MsM  CIOMON4Na  100.00 100 209.0798 08 39 75 even ok
1 CI1OHION4Na MeNa CI0OHION4 100.00 100 209.0798 08 39 75 even ok
Intens. | +MS2(200.0806), 25 0eV, 0.1-0.5min #1-10| mz 1%
x105 " 1200567 65
= 121.0644 a5
8 1230439 124
& 1230803 39
151 g 1360517 12
137.0593 63
1380672 148
1480516 40
151,0387 50
] 151.0751 64
1640465 65
185.0542 19
L, 166.0622 1000
1.0 167.0659 86
§ 177.0542 14
g 179.0336 49
179.0701 T4
+ 194.0571 182
; 2090806 518
210.0829 56
-
05+ -
=
8
3
g l
00 y oy v L T r
0 50 100 200 250 300 350 mz
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Ministério da Saude

Fundagao Oswaldo Cruz

Cantro de Pasquisas Rend Rachou

Av. Augusto de Lima, 1715 - Bairro Barro Preto
39100-002 Belo Horizonte -~ MG - BRASL

Tel.: (31) 3349-770D - FAX: (31) 3295-3115 CPQRR/FIOCRUZ
Accurate Mass Report
Sample Name Acquisition Date:  1/14/2014 12:09:41 PM
Comment Clant: CPQRRALCPNEZequias Instrument maXis ETD
Sample type: Metabolte
Purity. sngle HPLC peak
sample diluted 1:100 with 0.1% MFo in 50% MeOH
Method mi_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_pos.m
Data Path D\Dawa\Clients\2014\CPQRALOPN Ezequias\DMCI1 2DMC312_1maxis119mk_direct-MS_pos_isCID-CID(209-25aV).
d
Acquisition Parameter
lon Polarity Positive Scan Mode MSMS (MAM ) Used Refarence MassList Na Formate (pos)
Scan Begin 75 miz isCiD Energy 60.0 eV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Scan End 1000 m/z Collsion Enargy 250 eV TOF1 Calbration Mode Quadratc + HPC
Source Type ESl Set lon Cooler RF 25.0 Vpp ;ﬁ:&:‘:’m Sndad 01
ss:mmoum -500\; s‘_;.mcm'rrm 450 ps TOF2 Calbration Mod Erh ; Chinking
Nebuizer 04Bar St lon Cooler Pre Puse 7.0 us ;ﬁz cwmw o1
Dry Gas 40Umin  Storage Time son @
Dry Heater 180 °C
Set Dvert Valve Viaste Raling Averages a ot
Results
Meas. miz ¥ lon Formula Adduct Sum Formula  Score mSigma miz err [mDa] err (ppm] rdb @ Conf N-Rule
1660622 1 C10MINNa M«Na CI10OHIN 100.00 16.0 166.0827 05 29 85 even ok
1940571 1 C11HINNaO M+H  C11HENNaO 10000 6.4 1940576 06 29 75 even ok
1 C11HONNaO M+Na CI11HINO 100.00 64 1940576 06 29 75 even ok
2090806 1 CIOMIONSNa MsM  CIOMIN4Na 10000 10.0 209.0798 08 39 7.5 even ok
1 CI0HIONANa MsNa CI0HION4 100.00 100 209.0798 08 39 75 ewen ok
Intens. | +MS52(209.0806), 25 06V, 0,1-0.5min £1-10 mz 1%
x10% " 1200567 65
o 121.0644 as
] § 12304390 124
& 1230803 39
154 2 1360817 72
137.0583 63
1 1380672 148
| 1480516 40
151.0387 50
4 151.0751 64
164.0465 65
165.0542 79
B 166.0622 1000
1.0 167.0659 86
§ 177.0542 34
1 ﬁ 179.0336 49
; 179.0701 74
+ 1940671 182
; 2000806 518
210.0829 56
-
054 + -
: & g
228 _|.32
8% |8
3 z |k
8
00 v - '1 . ’ v .
o 50 100 200 250 300 3s0 mz
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Av. Augusto de Lima, 1715 - Bairro Barro Prelo

Tel.: (31) 3349-7700 - FAX: (31) 3295-3115 CPQRR/FIOCRUZ
Accurate Mass Report
Samgple Name Acquisition Date: 171422014 11:34:04 AM
Comment Chant: CPQRRACPNEZoquias Instrumant maXis ETD
w type: Metaboite
Purity: sngle HPLC peak
sample diuted 1:100 with 0.1% MFo in 50% MeOH
Method mic_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_pos.m
Data Path DAData\Clients'201 £ CPQRALOPN'Ezoquias\C2N'C2N_1maxis119mk_direct-MS_pos_CID{299-200V) d
Acquisition Parameter
ton Polarey Positive Scan Mode MSMS (MAM ) Used Refarence MassList Na Formate (pos)
Scan Begin 75 miz isCID Energy 0.0eV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Sean End 1000 miz Colision Energy 200 &V TOF1 Calbration Mode Quadratic + HPC
Source Type Esl Set lon Cooler RF 250 Vpp xﬂ:’m Standwd 01
Set End Plate Offset  -500 V Set lon Cooler Transfer 45.0 ps TOF2 Caltustion Mod i i
Set Capllary 4500V Time TOF2 Calbration Standard 0.1
Nebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Puse 7.0 ps D o0 in PPM N
Dry Gas 40lmin  Storage Time -
Dry Heater 180 °C
Set Divert Vahve VWaste Roling Averages 3 o]
Results
Intens. +MS2(299.1268), 20,06V, 0.0-0.5min #1.29] mr 1%
105 131.0485 13
1 195.0645 1000
§ 1960679 76
1 5 209.1268 106
| 8 300.1302 22
154
1.0+
051
| § °
| 8
0.0 v v ' . v ' .
0 50 100 150 200 250 300 350 mz
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Ministéno da Saude

Fundagao Oswaldo Cruz
Cantro de Pasquisas Rend Rachou

Av. Augusto de Lima, 1715 - Bairro Barro Prelo
39100-002 Belo Morizonte - MG ~ BRASL

Tel.: (31) 3349-7700 - FAX: (31) 3295-3115

Accurate Mass Report

CPQRR/FIOCRUZ

Sample Name Acquisition Date:  1/14/2014 11:36:56 AM
Comment Clant: CPQRRALOPNEZoquias Instrumant maXis ETD
Sample type: Metabolte
Purity. sngle HPLC peak
sample diluted 1:100 with 0.1% HFo in 50% MeOH
Method mi_direkt-infusion_small-compounds_75-1000_pos.m
Data Path D'Data\Cliens\2014\CPQRALOPN Ezoquias\C2N'C2N_ 1maxis 119mk_direct-MS_pos_sCID-CID(195-25eV).0
Acquisition Parameter
lon Polarey Positive Scan Mode MSMS (MMAM ) Used Refarenca MassList Na Formate (pos)
Scan Begin 75 miz isCiD Energy 600 eV TOF Calibration Mode Version  Version 1
Scan End 1000 m/z Collsion Enargy 250 eV TOF1 Calbration Mode Quadratc + HPC
Source Type ESl Set lon Cooler RF 25.0 Vpp ;ﬁ:&:‘:’:m Sndad 01
Set End Plate Offset 500 V Set lon Cooler Transfer 450 ps :
Nebulizer 0.4 Bar Set lon Cooler Pre Pulse 7.0 ys Ma‘on:dmppus'-.d.d .
Dry Gas 400lmin  Storage Time "
Dry Heater 180 °C
Set Dvert Valve Viaste Raling Averages a o
Results
: +MS2(195.0642), 250V, 0.1-0.5min £1-10) m/z 1%
:105 830123 12
95.0486 1.1
I 96,0563 18
!_ 109.0842 63
1.0 8 1230433 19
) T 1240512 228
1250553 1.7
‘ 137.0589 as
152.0461 1000
153.0497 8.0
165.0538 39
048 1790330 17
180.0407 239
181.0442 23
4 1950642 432
196.0677 44
1980513 42
06
| i
-
&
04-
9-. I~
| 2 g
§ -
021
3|2
* g8 3|2
i %]}
00 v il bkt J~ v v ;
0 50 100 150 200 250 300 380 miz
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