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RESUMO

A leishmaniose € considerada um problema de saude publica e afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo. Os medicamentos usados para o tratamento da doenca
possuem custo elevado, eficacia variavel e elevada toxicidade podendo levar o
paciente ao 6bito. Com a finalidade de desenvolver tratamentos mais eficazes e
seguros, este trabalho visa investigar a atividade leishmanicida de derivados da
combretastatina A-4. Para isto, foi realizado inicialmente um screening para
determinar a toxicidade sobre a célula hospedeira e sobre formas promastigotas de
Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. chagasi. No ensaio de viabilidade
celular, foi observado que os derivados LASSBio 1586, 1587, 1588, 1589, 1590,
1592, 1594, 1595 e 1716, ndo apresentaram efeito toxico até a concentracao
maxima de 100 pM. Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade
antipromastigota contra L. braziliensis evidenciaram que os derivados LASSBIo
1594, 1714, 1715, 1716, 1735, 1738, 1739, 1740, 1741, 1742 e 1744 exibiram
atividade leishmanicida significante. No ensaio contra o crescimento de formas
promastigotas de L. amazonensis, os derivados LASSBio 1589, 1593, 1738, 1740,
1741 apresentaram atividade contra o parasito. Enquanto no ensaio contra formas
promastigotas de L. chagasi, os derivados LASSBio 1586, 1587, 1588, 1589, 1590,
1591, 1592, 1593, 1596, 1715, 1735, 1738 e 1740 apresentaram atividade
significante contra o parasito. A partir do screening foram selecionados dois
derivados da CA-4 para o ensaio de infeccao in vivo em orelhas de camundongos
BALB/c com formas promastigotas de L. amazonensis, espécie causadora de
Leishmaniose Tegumentar Americana. Nesse estudo, foi observado que os animais
tratados com os derivados LASSBio 1738 e LASSBio 1588 apresentaram
significante diminuicdo da lesdo na orelha quando comparado ao controle. Neste
mesmo ensaio, foi observado que ndo houve alteracdo das enzimas hepéticas
alanina transaminase (ALT) e aspartato transaminase (AST), creatinina e ureia.
Porém, ao analisar o peso do baco, o tratamento com o LASSBio 1538 alterou o
peso do bacgo de forma significante. Portanto, podemos concluir que os derivados da
CA-4 sédo eficazes contra formas promastigotas de Leishmania braziliensis, L.
amazonensis e L. chagasi. Além disso, os derivados LASSBio 1588 e LASSBio 1738
possuem efeito sobre o curso da infeccdo da orelha in vivo com L. amazonensis na
dose de 30 umol/kg/dia x 28 dias (i.p.). Assim, os derivados da CA-4 destacaram-se
como importantes substancias na proposta de novos farmacos leishmanicidas.

Palavras-chave: Combretastatina A-4. Promastigota. Leishmania.



ABSTRACT

Leishmaniasis are considered a public health issue that affect millions of people. The
treatment adopted has a number of adverse effects, various strains of Leishmania
drug resistance and high toxicity, which may lead the patient to death. Thus, in order
to develop safer and more effective treatments, this work aims to investigate the
leishmacidal activity of combretastine A-4 derivatives. Therefore, we performed an
initial screening to determine the toxicity on the host cell and on promastigotes. In
viability assay, it was observed that LASSBio 1586, 1587, 1588, 1589, 1590, 1592,
1594, 1595 and 1716 derivatives did not show toxic effect to maximum concentration
100 uM. Subsequently, the viabality assay against promastigotes of Leishmania
braziliensis, L. amazonensis and L. chagasi was performed. The results obtained in
the evaluation of anti-promastigote activity against L. braziliensis showed that
LASSBio 1594, 1714, 1715, 1716, 1735, 1738, 1739, 1740, 1741, 1742 and 1744
derivatives exhibited significant leishmanicidal activity. In the test against the growth
of promastigotes of L. amazonensis, LASSBio 1594, 1714, 1715, 1716, 1735, 1738,
1739, 1740, 1741, 1742 and 1744 derivatives had activity against parasite. While in
the test against the growth of promastigotes of L. chagasi, LASSBio 1586, 1587,
1588, 1589, 1590, 1591, 1592, 1593, 1596, 1715, 1735, 1738 and 1740 derivatives
had significant activity against parasite. From the screening were selected two CA-4
derivatives for testing in vivo infection in the ears of BALB / ¢ mice with promastigotes
of L. amazonensis, which causes cutaneous leishmaniasis. In this study, it was
observed that the animals treated with LASSBio 1738 and LASSBio 1588 derivatives
had significant decrease of injury when compared to the control. In this same assay,
it was observed that there was no change in liver enzymes alanine transaminase
(ALT) and aspartate transaminase (AST), creatinine and urea. However, to examine
the spleen, only treatment with LASSBio 1538 did changes the spleen weight
significantly. Therefore, we can concluded that CA-4 derivatives are effectives
against promastigotes of Leishmania braziliensis, L. amazonensis and L. chagasi.
Furthemore, LASSBio 1588 and LASSBio 1738 have effect on the course of infection
of the ear in vivo with L. amazonensis at the dose of 30 umol/kg/days x 28 days (i.p.).
Thus, CA-4 derivatives stood out as important substances in the proposed new
antileishmanial drugs.

Keywords: Combretastatin A-4. Promastigote. Leishmania.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

LISTA DE FIGURAS

Forma amastigota dentro de um vacuolo parasitoforo no
interior de um macréfago (A) e formas promastigotas de

Leishmania amazonensis (B), ambas observadas no

microscopio eletrOnico de varredura............cccccevviiiiiieeeeeeiiiineeen. 17
Individuo com leishmaniose visceral com
hepatoesplenomegalia...........ccccooeeeieeeiiiiiiieeeeee e 18

Diversidade de manifestacdes clinicas de LTA: (A) forma

cutéanea, (B) forma mucosa e (C) forma difusa..............cccccuvvvenne 20
Distribuicdo da LV no Velho e Novo Mundo.............cccccceeeeeeennnnn. 22
Distribuicdo da LTA no Velho e Novo Mundo..............ccccccevvvnnees 22

Distribuicdo de casos de LV (A) e LTA (B) no Brasil de 2005 a

23
Representacdo esquematica da superficie glicoconjugada do
parasito Leishmania..........cccce oo 26
Interacdo de forma promastigota de Leishmania com
macrdgafos de CUltUra..........ccvvvvveeeiiiiiiiiiieieeeee e 27
Papel das células T e das citocinas na determinacdo de
susceptibilidade e resisténcia a infecao.............ccccvvvvvvciiieenennn.

29
Arbustro Combretum caffum.............coo e 33
Subunidades que constituem a CA-4..........cooveeviiiieeiiieiiiinineenn 35
Construgao de série CONGENEre L.........cooovveviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 40
Representacdo dos analogos N-acilhidrazbnicos (série
CONGENETE 1)t e e e e e e e e e e e e e e e aae s 41

Representacdo dos analogos semicarbazbnicos (série

CONQGENEIE 1)ttt a e 42



Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Representacdo dos analogos N-acilhidrazbnicos (série

CONQENEIE 2).. ittt e e e e e e e e bbb
llustracéo do ensaio de reducdo de MTT.........oeviiiiiiieeiieeeeeeenn,
llustragdo do ensaio de viabilidade dos parasitos in vitro............
Ensaio in vivo (Modelo de infeccdo na orelha de animais

BALB/C cOm L. @MaAzZONENSIS)....ccccceeeeeeeiiieiieeeeeicneee e

Efeito leishmanicida em BALB/c dos derivados LASSBio 1588,
LASSBI0 1738 e glucantime........ccceeeeeeeieeiiiiieeceeie e

Efeito leishmanicida em BALB/c dos derivados LASSBIio 1588,
LASSBio 1738 e glucantime sobre a carga parasitaria em

orelhas (A) e liNfonodos (B)........cccovvviviiiiiiiiiiiii e

Fotografias das orelhas infectadas e tratadas no 28° dia pos-

T (=To] o7 T AP PPPPPPPRPN

Efeito do tratamento dos derivados LASSBio 1588, LASSBIo
1738 e glucantime sobre a atividade de enzimas

NEPALICAS. .....evieiecee e

Efeito do tratamento dos derivados LASSBio 1588, LASSBIo
1738 e glucantime sobre a atividade de creatinina e ureia..........

Efeito do tratamento sobre o peso do baco dos animais

EFATAOS .. et e

43

46

47

49

63

64

65

66

68



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Efeito dos compostos derivados da CA-4 sobre a viabilidade de

macrofagos da  linhagem  J774 no ensaio de

Efeito leishmanicida da pentamidina, CA-4 e compostos
derivados da CA-4 contra o0 crescimento de formas

promastigotas de L. braziliensis...........cccccvvvvviiiiiiiiciiiiii e

Efeito leishmanicida da pentamidina, CA-4 e compostos
derivados da CA-4 contra o0 crescimento de formas

promastigotas de L.amazonensis............cooviiuvviimriiiniiiiieeeeaeeeenns

Efeito leishmanicida da pentamidina, CA-4 e compostos
derivados da CA-4 contra o crescimento de formas
promastigotas de L.CNAgAaSI.........ccccuuurrmiiiiiiiiiiiiiiie e

55

58

59



LISTA DE ABREVIATURAS

LV - Leishmaniose Visceral

LTA - Leishmaniose Tegumentar Americana
LC - Leishmaniose Cutanea

LM - Leishmaniose Mucosa

LD - Leishmaniose Difusa

L. — Leishmania

Ip - Intraperitoneal

Células NK - "Natural Killer"

CR3 - Complemento tipo 3

MHC Il - Complexo de Histompatibilidade tipo Il
NO - Oxido nitrico

TNF- a - Fator de necrose tumoral-a

IFN-y - Interferon y

IL-10 - Interleucina-10

Treg - Células T regulatérias

WHO - World Health Organization

CA-4 - Combretastatina A-4

gp63 - glicoproteina 63

LPG - lipofosfoglicano

PPG - Proteofosfoglicano

LASSBIo - Laboratorio de Avaliacéo e Sintese de Substancias Bioativas
SFB - Soro Fetal Bovino

DMSO - Dimetilsulfoxido

MTT — brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio



DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

M + E.P.M. - Média * Erro Padrdo da Média

CLso - Concentracéo letal de 50

Clso — Concentracao inibitéria de 50

NT - Substancia ndo apresenta atividade letal significante
mM — Milimolar

MM - Micromolar

ANOVA - Andlise de variancia



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose

2.2 Epidemiologia

2.3 Coinfeccéo Leishmania-HIV

2.4 Resposta imune do hospedeiro

2.5 Terapia da leishmaniose

2.6 Consideracfes sobre combretastatina A-4
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

3.2 Objetivos especificos

4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento dos derivados N-acilhidrazonas e semicarbazbnicos
da CA-4

4.2 Preparacédo dos derivados da CA-4

4.3 Experiéncias in vitro

4.3.1 Manutencdao de linhagem de células
4.3.2 Manutencéao dos parasitos

4.3.3 Ensaio de viabilidade celular

4.3.4 Ensaio de viabilidade de parasitos in vitro
4.4 Experiéncias in vivo

4.4.1 Procedimentos éticos adotados nos experimentos

14

16

16

20

24

24

30

33

39

39

39

40

40

44

44

44

45

45

46

47

47



4.4.2 Ensaio In vivo de infeccdo com promastigotas na orelha de
camundongos BALB/c— Adaptado de Pereira et al., (2010)

4.4.3 Dosagem da enzima ALT

4.4.4 Dosagem da enzima AST

4.4.5 Diluicdes limitantes

4.4.6 Pesagem do baco

4.5 Analise estatistica

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de citotoxicidade celular

5.2 Ensaio de viabilidade de parasitos in vitro

5.3 Ensaio de infecg&o in vivo

6 CONCLUSOES

REFERENCIAS

ANEXO A - Certiddo de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica no Uso

de Animais — UFAL

48

49

50

50

51

51

54

54

56

62

71

72

81



14

1 INTRODUCAO

As doencas negligenciadas sado enfermidades que acometem cerca de um
bilhdo de habitantes no mundo, sendo 90% destes, residentes em paises
subdesenvolvidos. Entre essas doencas, encontram-se as infec¢des por diversos
tipos de protozoarios, como a leishmaniose que é a segunda maior doenca
parasitaria no mundo. A subnotificacdo desta doenca é alarmante com apenas 32
paises apresentando notificagdo obrigatéria, dentre eles o Brasil (HOLZMULLER,;
BRAS-GONCALVES; LEMESRE, 2006).

Leishmaniose é uma doenca causada por varias espécies de protozoarios do
género Leishmania, da familia Trypanosomatidae. Sua transmissao nas ameéricas
ocorre através da picada da fémea do flebotomineo Lutzomyia longipalpis infectada
com o parasito Leishmania. As manifestacfes clinicas da doenca sdo variaveis
dependendo da viruléncia da espécie infectante, susceptibilidade do hospedeiro e
co-infecgcdes (CAMACHO et al., 2003). A leishmaniose apresenta-se em duas formas
clinicas distintas: Leishmaniose Visceral (LV) causando uma infeccdo disseminada
visceral e Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Esta Ultima, apresenta-se em
3 formas distintas, Leishmaniose Cutanea (LC), Leishmaniose Mucosa (LM) e
Leishmaniose Difusa (LD), todas apresentando lesdes cutaneas, muitas vezes
desfigurantes (DESJEUX, 2004).

Estima-se que a leishmaniose afeta mais de 12 milhdes de individuos em 98
paises, com 350 milhGes de pessoas em risco de contaminacdo. No Brasil, € de
elevada incidéncia, apresentando no decorrer dos ultimos anos um tendéncia
crescente, sendo que, a maioria dos casos se concentram nas regifées Norte e
Nordeste, havendo ainda focos importantes na regido Centro-Oeste e Sudeste
(World Health Organization - WHO, 2012).

O arsenal terapéutico disponivel para tratamento da Leishmaniose é
bastante precario, existindo até o momento os antimoniais pentavalentes, que tem
em seu arsenal o glucantime que € o farmaco de primeira escolha, apresentando-se
como a melhor opgao terapéutica disponivel, com cura de 60% a 90% dos casos
(BRENDLE et al.,, 2002). Os farmacos de segunda escolha disponiveis sdo a
anfotericina B e a pentamidina. Existe ainda a forma lipossomal da anfotericina B,

conhecida comercialmente com Ambisome®, que é menos téxica que a anfotericina
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B, mas por ser de alto custo, tem sido utilizada apenas para o tratamento de LV ou
para pacientes com LTA com alguma forma de imunossupresséo, incluindo
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (AMATO et al., 2000).
Outra alternativa terapéutica é a miltefosina, que tem a vantagem de ser
administrada por via oral, porém estudos in vitro mostraram que algumas cepas de
Leishmania ja apresentam resisténcia (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Dessa forma, faltam opcdes terapéuticas ou tratamentos mais adequados
para a Leishmaniose que é classificada como uma doenca negligenciada. Isto é
resultado da auséncia de politicas publicas e da falta de interesse do mercado
farmacéutico mundial em investir para o desenvolvimento de novos farmacos
eficazes contra essa doenca (NWAKA; RIDLEY, 2003). Portanto, a abordagem
descrita neste trabalho visa investigar novos candidatos a protétipos de farmacos

leishmanicidas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose

Diversos parasitos sdo responsaveis por causarem doencas infecciosas que
aumentam a morbidade e mortalidade nos seres humanos em todo o mundo,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde 0 acesso aos agentes
quimioterapicos € limitado (GIGLEY et al., 2012). Dentre esses parasitos, encontram-
se 0s protozoarios pertencentes ao género Leishmania — agentes causadores de
uma doenca parasitaria zoondética conhecida como leishmaniose (DONG; UZONNA,
2012).

A doenca ocorre através de parasitismo intracelular obrigatério (CHAPPUIS et
al., 2007). Existem duas formas evolutivas: a forma amastigota com estrutura
arredondada ou ovalada sem flagelo, encontra-se no interior de células do sistema
mononuclear fagocitario de hospedeiros vertebrados, como mondcitos, histiocitos e
macrofagos (Figura 1A), e a forma promastigota (Figura 1B), que é alongada,
extracelular, possui flagelo livre e longo emergindo do corpo do parasito e pode ser
encontrada no tubo digestivo dos flebotomineos (ROBERTS, 2006).

No continente americano, sdo reconhecidas 11 espécies de Leishmania
(dermotropica) causadoras de doenca em seres humanos (COSTA et al., 2007). No
Brasil, sete espécies foram identificadas, sendo seis do subgénero Viannia e uma do
subgénero Leishmania. As trés mais frequentes sdo: L. (Viannia) braziliensis, L.
(Viannia) guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis. A multiplicidade de espécies
de Leishmania em diversas areas geogréaficas é capaz de causar doencas nos
humanos e pode resultar em diversas manifestacdes clinicas desta enfermidade
(CHAPPUIS et al., 2007).

A transmissdo da leishmaniose ocorre através da picada da fémea do
flebotomineo Lutzomyia infectado com as diferentes espécies de Leishmania. As
manifesta¢cdes clinicas dependem da espécie do parasito, do vetor e da constituicao
genética e imunoldgica do hospedeiro, variando de uma leséo cutanea (LTA) até
uma visceralizacdo da doenga, muitas vezes fatal, conhecida como leishmaniose
visceral (LV) (MURBACK et al., 2011).



17

Figural. Forma amastigota dentro de um vacuUolo parasitéforo no interior de um
macrofago (A) e formas promastigotas de Leishmania amazonensis (B),
ambas observadas no microscopio eletrénico de varredura.

Vacuolo
parasitoforo

Amastigota

Macrofago <

Flagelo

Corpo celular

Fonte: DIRCEU ESDRAS TEIXEIRA et al., 2013.

A leishmaniose visceral (LV) ou kala-azar, o que significa febre negra em hindi
— forma mais severa da doenca, € tipicamente causada pelas espécies de L. chagasi
e L. donovani (SENGUPTA, 1947). Esta forma clinica da doenca pode permanecer

assintomatica ou apés um periodo de incubacéo de 2-4 meses apresentar sintomas
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como febre baixa de desenvolvimento lento, prostracdo geral, anemia e protrusao do
abddémen devido ao aumento do figado e do baco. Neste tipo de leishmaniose, as
formas amastigotas residem em células do sistema reticulo endotelial de visceras,
podendo comprometer baco, figado, linfonodos e intestino (Figura 2), causando uma
infecgdo disseminada visceral, sendo assim, inevitavelmente fatal se ndo tratada
(MURRAY et al., 2005).

Figura 2. Individuo com leishmaniose visceral com hepatoesplenomegalia.

Fonte: Ministério da Saude, 2010.

7z 7

Outra forma de leishmaniose é a tegumentar americana (LTA), que é uma
doenca amplamente dispersa, atingindo principalmente individuos nas regides
tropicais e subtropicais do globo. Um amplo espectro de manifestacbes clinicas
envolvendo pele e mucosas pode ser visto na LTA, variando desde uma lesdo auto-
resolutiva a lesbes multiplas ou desfigurantes. De modo geral, a maioria das
infeccdes leishmanidticas permanecem localizadas na pele ou linfonodos adjacentes.
Entretanto, algumas espécies podem escapar para mucosas e multiplos locais na
pele (MURRAY et al.,, 2005). As lesdes de pele ulceradas tipicas da LTA sao
principalmente causadas pela L. major e L. tropica no Velho Mundo (Europa, Africa,
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Asia Central e do Oriente Médio) e pelas espécies de L. braziliensis, L. amazonensis,

L. guyanensis e L. mexicana na América Latina (CROFT, 2001).

A LTA pode apresentar-se na forma leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
mucosa (LM) e leishmaniose cutanea difusa (LD). Na LC, o periodo de incubacao é
bastante variavel, podendo a infec¢ao evoluir apés um periodo de incubacéo de 1-12
semanas, em uma papula que aumenta de tamanho e finalmente Ulcera. A lesdo
tipica é indolor e apresenta bordas salientes com fundo necrotico granuloso e umido
(AMATO et al., 2008) (Figura 3A).

A LM é considerada a manifestagdo mais severa da LTA, pois ndo cura
espontaneamente e é de dificil tratamento. Esta forma de LTA apresenta notavel
expressao clinica, por comprometer a mucosa, com destruicdo tissular progressiva
da mucosa nasal e orofaringeana, podendo levar a perfuracdo do septo e ocasionar
destruicdo de cartilagens e tecidos moles, com possivel desfiguracdo da face e
perda do septo, palato e pavilhdo auditivo (Figura 3B), devido a intensa resposta
inflamatoria (AMATO et al.,, 2008). O acometimento de faringe e laringe ocasiona
dificuldade para degluticdo e, assim, leva a desnutricdo, além de eventualmente
provocar aspiracdo e/ou obstrugcdo de vias aéreas que causam importante risco de
vida ao enfermo. Nos casos mais graves, 0 paciente pode chegar ao 6bito por
complicacBes respiratérias, devido ao envolvimento da traqueia (HEPBURN, 2000).
As evidéncias sugerem que, entre os pacientes com LC que evoluem para LM, 90%
dos eventos ocorrem dentro de 10 anos. Desses, 50% ocorrem nos primeiros dois

anos apos a cicatrizacao das lesdes cutaneas (PASSOS et al., 2001).

A LD é uma variante rara da LTA, descrita no Brasil principalmente na regido
Amazoénica e causada pela L. (L.) amazonensis. Nessa forma da doenca, as lesoes,
em geral, disseminam-se pelo corpo, acometendo principalmente as extremidades
caracterizando-se como papulas, nédulos ou méaculas. Os nédulos, ndo ulcerosos,
generalizados, mdltiplos (= 10), com progresséao lenta, esteticamente desfigurantes e
sem envolvimento visceral (Figura 3C). Embora o acometimento mucoso nao seja a
regra, em fases tardias da LD, pode haver presencga de lesGes mucosas. A doenca é

resistente a quimioterapia e normalmente é reincidente (VERMA et al., 2012).
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Figura 3. Diversidade de manifesta¢cdes clinicas de LTA: (A) forma cuténea, (B) forma
mucosa e (C) forma difusa.

Fonte: DIRCEU ESDRAS TEIXEIRA et al., 2013.

2.2Epidemiologia

A leishmaniose € uma doenca tropical negligenciada considerada
reemergente, com um aumento na sua incidéncia nas ultimas décadas (GOTO;
LINDOSO, 2010; HOTEZ et al., 2006). Além disso, a leishmaniose € vista como a
segunda maior doenca parasitaria no mundo, cuja subnotificacdo ainda é alarmante
com apenas 32 paises apresentando notificacdo obrigatéria, entre eles o Brasil
(CLEM, 2010).

No entanto, a leishmaniose é largamente ignorada na discussdo das
prioridades de doencas tropicais (HOTEZ et al., 2006). Este esquecimento resulta
em sua epidemiologia complexa, falta de ferramentas simples e facilmente aplicaveis
para o caso de deteccdo da doenca e da escassez de dados de incidéncia atuais,
gue muitas vezes resulta em uma falha por parte dos politicos em reconhecer a sua
importancia (BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008).

Esta doenca afeta principalmente individuos de paises subdesenvolvidos,
onde a populacdo acometida é aquela com menor poder socioecondmico, que
possui menor poder politico para influenciar as decisdes do governo e uma limitada
capacidade de assumir os custos da doenca (diagnéstico, hospitalizacao,
tratamento) (CONTEH; ENGELS; MOLYNEUX, 2010; DESJEUX, 2004).
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Atualmente, a leishmaniose ocorre em 3 territérios nos 5 continentes e é
considerada endémica em 98 paises, 72 dos quais sdo paises em desenvolvimento.
90% de todos os casos de LV ocorrem em 6 paises, a saber: Bangladesh, Brasil,
india, Eti6pia, Suddo e Suddo do Sul (Figura 4). A LTA é mais amplamente
distribuida, com cerca de um terco dos casos ocorrendo em trés regides endémicas,
nas Américas, na bacia do Mediterraneo e na Asia ocidental do Oriente Médio a Asia
Central. Os dez paises com as mais elevadas contagens de casos estimados séo
Afeganistao, Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, o Suddo do Norte, Costa
Rica e Peru, que juntos representam 70 a 75% de incidéncia global estimada (Figura
5) (WHO, 2012).

Acredita-se que cerca de 350 milhdes de pessoas no mundo estejam
expostas ao risco de infec¢cdo, com uma prevaléncia global estimada em 12 milhdes
de casos, com aproximadamente 1-2 milhdes de ocorréncias por ano (OLIVEIRA et
al., 2005). No total, a contagem de casos oficiais totalizaram mais de 58.000 casos
de LV e 220.000 LT casos por ano. No entanto, apenas cerca de dois tercos dos
paises relataram dados de incidéncia por um periodo de cinco anos, sendo as
informacgdes mais dispersas para os focos na Africa (KAYE; SCOTT, 2011, ALVAR et
al.,, 2012). Como muitas infeccbes n&o apresentam sintomas ou sao mal
diagnosticadas, o niumero de casos de leishmaniose é provavelmente subestimado
(GONZALEZ et al., 2009).

Dados mostram que no mundo séo investidos para o tratamento de doencas
negligenciadas menos de um délar por dia, enquanto que doencas globais como
diabetes e doencas cardiovasculares ha investimento de 103 e 63 ddlares por dia,
respectivamente (SINGH et al., 2013). Mostrando o descaso em investimento para
pesquisa de farmacos para doencas que acometem principalmente a populacéo

pobre, como a leishmaniose.
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Figura 4. Distribuicdo da LV no Velho e Novo Mundo.

Gondy

. Endemic areas

Fonte: WHO, 2007.

Figura 5. Distribuicdo da LTA no Velho e Novo Mundo.

Fonte: WHO, 2007.

No Brasil, a doenca é endémica e de elevada incidéncia. Dessa forma, é
considerada um problema de saude publica, uma vez que no periodo de 2005 a
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2010 foram registrados no Brasil 134.826 de LT e 21.923 casos LV. Apenas no ano
de 2011, no Brasil foram confirmados 22.113 casos de LT e 3.775 casos de LV
(dados sujeitos a alteracdes). Sendo que, no decorrer destes anos, observou-se uma
tendéncia crescente da endemia (Figura 6A e 6B) (SINAM, 2013).

Figura 6. Distribuicdo de casos de LV (A) e LTA (B) no Brasil de 2005 a 2007.
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A regido Norte vem contribuindo com os coeficientes médios mais elevados
de LT (39,6%), seguido da regidao Nordeste com incidéncia de 31,2% do total de
casos registrados no periodo de 2005 a 2010. Porém, quando se trata de LV € a
regido Nordeste que detém o maior percentual de casos registrados no pais (49,7%)
com taxa de letalidade de 46,22%. Somente no estado de Alagoas, entre 2005 e
2010, foram notificados 399 casos confirmados de LT e 228 casos de LV (SINAM,
2013).

2.3 Coinfecc¢éo Leishmania-HIV

A LV e a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) sé&o
consideradas de grande importancia para a Saude Publica devido a sua magnitude,
transcendéncia e expansdo geografica. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), ambas as infec¢cBes estdo entre os eventos de maior relevancia no
mundo. Na América Latina, 1,7 milhGes de pessoas estdo infectadas pelo HIV. A
prevaléncia de infec¢cdes no Brasil € estimada em 630.000, com aproximadamente
34.500 novos casos de AIDS por ano. O primeiro caso de coinfec¢cdo Leishmania-
HIV foi descrito em 1985, no sul da Europa, e atualmente, ha registro de sua
presenca em 35 paises (DESJEUX, 2004). Pacientes com coinfec¢cdo Leishmania-
HIV normalmente apresentam complicacdes como esplenomegalia e hepatomegalia,
podendo evoluir para o 6bito. Houve um aumento do nimero de casos na faixa etaria
de 20 a 49 anos com letalidade de aproximadamente 23,0% nos individuos maiores
de 50 anos. Estes dados apontam para maior exposicdo da populacdo as duas
infeccdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

2.4 Resposta imune do hospedeiro

Os eventos iniciais, que ocorrem apds a transmissdo de promastigotas pelo
inseto vetor sdo cruciais no estabelecimento da infecgcdo e envolvem a participagao
do sistema complemento, de neutrdfilos, de células NK (“natural killer”), dos

macréfagos e de fatores de crescimento. Sao estes elementos, dentre outros, que
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formam a primeira barreira a infeccdo, dificultando a sua instalacdo e que, ao
mesmo tempo, constituem elementos que auxiliam a evasao do parasito da resposta
protetora do hospedeiro. Acredita-se que 0 processo de internalizacdo seja
dependente principalmente de receptores de imunoglobulinas, como FcRI e FcRIl, e
parte por receptores do complemento tipo 3 (CR3). (WOELBING et al., 2006).

A etapa de adesdo ocorre pelo flagelo ou pelo corpo celular. Envolve o
reconhecimento de moléculas presentes na superficie da membrana do parasito,
como o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina (gp63), que se liga a diferentes

receptores encontrados na superficie dos macréfagos (CUMMINGS; TURCO, 2009).

A adesao estagio-especifica é mediada pela variacdo estrutural que envolve
LPG de superficie, o que contribui para a sobrevivéncia do parasito no ambiente
hidrolitico do intestino médio. Em muitas espécies, as repeticbes PG contém
substituicdes adicionais que medeiam as funcbes-chave na adesdo estagio-
especifico. Por exemplo, em L. major, ha diferenciacdo de LPG por LPG
estruturalmente modificado onde residuos a1-2 arabinosil sdo modificados por 1-3
fosfoglicano, dando origem a uma estrutura que nao se liga ao receptor de galectina
no intestino, facilitando assim a separacdo do parasito do intestino médio de
flebotomineos (figura 7). A abundéancia de LPG na superficie do parasito, que € o
local da principal interface com o hospedeiro, sugere um papel central para
glicoconjugados em ciclo infeccioso do parasito. LPG também tem sido implicado na
resisténcia das células a lise mediada por complemento apds inoculacdo no
hospedeiro mamifero, a ligacdo e absorcdo pelos macrofagos, modulacdo de
macréfagos na transducdo de sinal, a resisténcia ao ataque por oxidacao, assim,
permitindo estabelecer infeccbes bem sucedidas, assim a membrana do macrofago
comeca a envolver a promastigota, formando um funil, que culmina na entrada do
parasito em um vacuolo (CUMMINGS; TURCO, 2009) (Figura 8).
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Figura7. Representacdo esquematica da superficie glicoconjugada do parasito
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Fonte: CUMMINGS; TURCO, 2009.

Nota: - LPG (lipofosfoglicano) composto por:
(i) uma ancora lipidica de 1-O-alquil-2-liso-fosfatidilinositol;
(ii) um nucleo central (‘core’) formado por um heptassacarideo
Gal(a1,6)Gal(a1,3)Galf(31,3)[Glc(a1)-PO4Man(a1,3)Man(a1,4)GIlcN(a1,3);
(iii) uma regido de repeticdes de dissacarideos fosforilados Gal(f1,4)Man(a1)-POy;
(iv) um pequeno oligossacarideo neutro formando uma estrutura do tipo ‘cap’.
- PPG (proteofosfoglicano) - proteinas secretadas como proteofosfoglicano de mucina livre,
constituidos de unidades repetidas de dissacarideos e estrutura ‘cap’ ligada a uma proteina.
- GILPs (glicosilinositolfosfolipidio) pcomposto de uma estrutura lipidica que funciona como
ancora fixando uma unidade de sacarideos (manose e galactose) fosfatados.
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Figura 8. Interacdo de forma promastigota de Leishmania com macréfagos de cultura.
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Fonte: DIRCEU ESDRAS TEIXEIRA et al., 2013.

Na infeccdo com Leishmania, os macrofagos sao indispensaveis para a
sobrevivéncia, replicacdo e diferenciacdo do mesmo. Apds a infeccdo inicial,
macréfagos e neutréfilos sdo recrutados para o local da infec¢do e sua interacao
com os parasitos influenciam significativamente o resultado de infec¢cdo (RIBEIRO-
GOMES et al., 2007). No entanto, estudos recentes sugerem que 0s neutrofilos sao
mais recrutados para o local da infeccdo e estas células sdo muito eficientes na
internalizacdo do parasito. Como os neutréfilos sdo fagocitos de curta duracéo,
acredita-se que sirvam como células hospedeiras intermediarias (PETERS; SACKS,
2009).

Uma vez que o0s macrofagos fagocitam os parasitos livres (formas
promastigotas) (figura 8), ocorre a diferenciacdo em formas amastigotas dentro dos
fagolisossomos. A fagocitose ocorre pela extensdo da membrana plasmatica em
torno de uma particula extracelular, seguido por internalizacdo. (WOELBING et al.,
2006). ApoOs a internalizacdo, inicia-se uma cascata de sinalizacdo intracelular,
promovendo assim, expressao dos antigenos para as células T, através do complexo

de histompatibilidade tipo Il (MHC 1), e desencadeando uma resposta adaptativa
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mediante intensificacdo da producéo de citocinas inflamatérias (CAPARROS et al.,
2005). A resposta fagocitdria esta associada a outros eventos celulares que
impedem a ativacdo de agentes antimicrobianos, como o Oxido nitrico (NO) e
citocinas, que sao necessarios para o desenvolvimento de uma resposta imune
eficaz. Isto permite ao parasito evadir a resposta imune inata e multiplicar-se dentro
do fagolisossomo do macréfago, do qual ele pode se espalhar e propagar a doenga
dentro do hospedeiro (RAVICHANDRAN; LORENZ, 2007).

O parasito € alterado pelas enzimas lisossomais e se transforma em
amastigota que fica aderida & membrana do vacuolo, preferencialmente pela regiao
posterior. Inicia-se uma intensa multiplicacdo no interior do vacuolo parasitoéforo e
dezenas de amastigotas sdo encontrados. A resisténcia da célula € esgotada e
ocorre a lise celular com a liberacdo de centenas de parasitos que sdo fagocitados
por células do sistema fagocitico (macrofagos, neutrofilos, etc) (TEIXEIRA et al.,
2013).

A resposta imune desencadeada pela leishmaniose induz uma reacdo de
hipersensibilidade tardia e uma expansdo de linfocitos T circulantes antigeno-
especificos (SOLBACH; LASKAY, 2000). A resposta imune celular parece
desempenhar um papel fundamental no curso evolutivo da infecgéo. Individuos que
vivem em areas endémicas mostram-se mais resistentes ao desenvolvimento da
doenca, quando comparados com individuos que se deslocam para estas areas. 1Sso
ocorre provavelmente devido a um processo gradual de adaptacdo do sistema
imune, conferindo imunidade contra o parasito por uma exposi¢cao prévia a picada do

vetor e, consequentemente exposicao a saliva (ANDRADE et al., 2007).

A evolucdo para cura esta associada com a inducdo de resposta Thl, que
caracteriza-se por células dendriticas apresentadoras de antigenos, células T CD4 e
T CD8 e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral-a
(TNF- a) e interferon y (IFN-y). Citocinas supressoras como a interleucina-10 (IL-10),
interleucina-4, interleucina-13 e o TGF-B1 caracterizam a resposta Th2, que
desativam macrofagos e impedem a producdo excessiva de citocinas protetoras
(Figura 9). A IL-10 e o TGF-B1 séo produzidas em grandes quantidades por células
T regulatorias (Treg) encontradas nas lesdes de pele de paciente com LC causada
por L. braziliensis. Dessa forma, células T regulatorias sdo importantes, pois podem

determinar resisténcia ou susceptibilidade a leishmaniose. A resposta Th2 é
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importante, pois provavelmente € responsavel por impedir a destruicdo exacerbada
do tecido. No entanto esta desativacdo dos macrofagos promove a progressao da
infeccédo intracelular (REITHINGER et al., 2007).

Figura 9. Papel das células T e das citocinas na determinacdo da susceptibilidade e
resisténcia a infecgéo.
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Fonte: Adaptado de ABBAS, 2011.

A resposta imune contra Leishmania vem sendo estudado em diversos
modelos murinos. Em modelos experimentais com BALB/c infectados por diferentes
espécies de Leishmania, observou-se manifestacdes clinicas distintas, que
aparecem na forma de lesfes superficiais até uma possivel viscerizacdo da doenca.
Isto se deve a susceptibilidade do hospedeiro a carga parasitaria inoculada,
demonstrando um modelo de resposta imune celular do tipo Th2 (LIPOLDOVA et al.,
2002). Entretanto, quando se utiliza L. major em camundongos das linhagens
C57BL/6, C3H e CBA, ocorre um maior controle da infeccdo primaria, sendo
considerados, entdo, como modelos de resisténcia, evidenciando resposta imune
celular do tipo Thl (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004) (Figura 9).
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2.5 Terapia da leishmaniose

Apesar do uso medicinal de compostos de antimonio ja ser conhecido desde a
antiguidade para fins terapéuticos, somente em 1912, Gaspar Vianna observou que
0s antimoniais trivalentes eram eficazes na terapéutica da LTA, usando o tartaro
emético de sbdio e antiménio (PONTE-SUCRE et al., 2006). Por ser toéxico, o tartaro
emeético foi substituido pelos compostos pentavalentes, menos toxicos do que 0s
trivalentes. Estes foram desenvolvidos hd mais de 60 anos, sobre duas formas: o
antimoniato de N-metiimeglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio
(Pentostam®) (ASHUTOS; SUNDAR; GOYAL, 2007). Ambos apresentam toxicidade
e casos de falha do tratamento sdo comuns, tanto por resisténcia de determinadas
cepas do parasito, quanto por baixa atividade em pacientes imunodeprimidos ou
descontinuidade do tratamento por parte do paciente devido aos efeitos adversos
(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Os antimoniais pentavalentes parecem atuar
no mecanismo bioenergético das formas amastigotas da Leishmania, por meio de
glicOlise e beta-oxidacdo, que ocorrem nas organelas denominadas glicossomas.
Outro mecanismo aventado é o de ligacdo com sitios sulfidrilicos, deflagrando a
morte destes protozoarios (BERMAN, 1997).

O antimonial é indicado para tratamento de todas as formas de LTA, embora
as formas mucosas exijam maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas
e maior possibilidade de recidivas. Os efeitos colaterais mais frequentes sao mialgia,
inapeténcia, cefaleia, febre, vomitos, tontura e inchaco no local da aplicacdo. A
cardio, nefro e hepatoxicidade dos antimoniais constituem uma importante limitacao
ao seu uso. Além disso, apresenta elevado custo, sendo muitas vezes dificil sua
obtencdo em regibes endémicas. Em algumas regides como a india, tem se tornado
comum a resisténcia a essa droga, tornando o seu uso pouco efetivo (WHO, 2012).

A Anfotericina B e pentamidina sdo farmacos de segunda escolha na
terapéutica. A anfotericina B € um antibiético macrolidico da classe dos polienos,
derivado de uma cepa de Streptomyces nodosus, € usada extensivamente no caso
de falhas no tratamento com compostos antimoniais. Em caso de gestantes, a
anfotericina B é considerada o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
leishmaniose. E mais toxico que o Pentostam® e o Glucantime® e a céardio e

nefrotoxicidade causada durante o seu uso, impedem que o tratamento seja
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realizado fora do ambiente hospitalar. A fim de reduzir a toxicidade, novas
formulagbes de anfotericina B foram desenvolvidas, como a forma liposomada
(AmBisome®), a forma complexada em lipideos (Abelcet®) e uma anfotericina B em
dispersao coloidal (Amphocil®). (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

O AmBisome® é um sistema de liberac&o de farmaco liposomal com bicamada
Unica. Os lipossomas séo vesiculas esféricas, fechadas, formadas por uma
variedade de substancias anfofilicas tais como fosfolipidios e colesterol, de forma
gue estes se rearranjem em multiplas membranas com bicamadas concéntricas
quando hidratados em solucdo aquosa. A parte lipofilica da molécula de anfotericina
B permite que o farmaco se arranje entre a dupla camada de liposomos. O
encapsulamento liposomal ou incorporacdo em um complexo lipidico pode afetar
substancialmente as propriedades funcionais de um farmaco em relacédo ao farmaco
ndo encapsulado. Portanto, foi demonstrado que vesiculas contendo ergosterol,
lipossomas e encapsulando a anfotericina B eram menos toxicas do que a
apresentacao convencional, 0 que permite a utilizacdo de doses mais elevadas e
mais eficazes (ADLER-MOORE; PROFFIT, 2002). Entretanto, estas possuem custos
elevados e por este motivo tém sido utilizadas apenas para tratamento da LV.
Devido a menor problematica da LTA, poucos esfor¢cos tém sido desprendidos para
avaliar o uso de formulagbes em seu tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006).

A pentamidina é uma poliamina aromatica de grande interesse no tratamento
de LV e LM refrataria a antimoniais pentavalentes. No entanto, a alta toxicidade
deste farmaco, com relatos de morte subita € fator limitante de seu emprego
terapéutico. Dentre os principais efeitos adversos ou colaterais, estdo a hipoglicemia,
hipotensao, alteracfes cardioldgicas e nefrotoxicidade (RATH et al., 2003). Portanto,
a utilizacdo de anfotericina B e pentamidina sdo questionaveis em virtude da eficacia
variavel entre as espécies de Leishmania, o alto custo, a via de administracédo
parenteral e a elevada toxicidade e morte subita. Além disso, ha relatos de
resisténcia devido a baixas dosagens e tratamento descontinuos (OLIVEIRA et al.,
2005). A anfotericina B interage especificamente com o ergosterol, esteroide da
membrana da Leishmania, causando aumento de permeabilidade e morte do
parasito. Ja a pentamidina, provavelmente, age interferindo na sintese do DNA,
alterando morfologicamente o cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial
(BERMAN, 1997).
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A alternativa mais recente é a miltefosina, a qual foi inicialmente desenvolvida
para uso em tratamento de cancer de mama. E um antineoplasico alquilfosfolipidico,
que apresenta a grande vantagem de ser o primeiro farmaco efetivo com
administracdo oral para o tratamento da leishmaniose, porém, este medicamento
tem meia-vida longa (150 horas) e a resisténcia do parasito é facilmente induzida in
vitro (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

O mecanismo de acdo da miltefosina contra Leishmania ainda é bastante
controverso. Lux et al., (2000) mostraram que a sintese de LPG e gp63 esta inibida
em parasitos tratados com este farmaco. Estes mesmos autores observaram a
inibicdo da enzima 1-acil-2-lisoglicero-3-fosfocolina aciltransferase em promastigotas
tratadas com diferentes concentracdes de miltefosina. Entretanto, a relevancia de
tais achados no tratamento clinico ainda n&do foi evidenciada. E possivel que este
farmaco atue em Leishmania assim como atua em células tumorais, induzindo a
apoptose e alterando as vias de sinalizacao celular mediada por lipideos (ARTHUR;
BITTMAN, 1998). Outros estudos sugeriram que este farmaco possui propriedades
imunomodulatérias. Entretanto, mesmo em camundongos imunodeficientes, este
farmaco apresenta atividade antitumoral e leishmanicida, sugerindo que sua
atividade ndo esta relacionada com uma resposta imune dependente de célula T
(MURRAY et al., 2000).

A paramomicina € fruto do surgimento de estruturas de desenvolvimento de
medicamentos para doencas negligenciadas. No estado de Bihar, a paramomicina
injetavel (15 mg/kg sob a forma de sulfato, equivalente a 11 mg de base/kg IM X 21
dias) nao foi significativamente menos eficaz do que a anfotericina B deoxicolato.
Observou-se, toxicidade coclear reversivel rara (2%) e nenhuma elevacao
siginificante da creatininemia neste grupo, que incluia 38% de criancas com menos
de 15 anos (SUNDAR et al.,, 2007). A comercializacdo da paramomicina nesta
indicacdo esta autorizada na india desde dezembro de 2006. No Leste da Africa, a
eficacia do mesmo esquema terapéutico mostrou-se inferior e tem sido utilizada
principalmente em associa¢gdes, como a pomada de paramomicina e gentamicina,
onde estudos como de SOSA et al. (2013) e RAVIS et al. (2013) mostraram que
essa associacao é capaz de diminuir de forma estatisticamente significante as lestes

cutaneas causadas pela leishmaniose tegumentar.
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A quimioterapia usualmente utilizada para o tratamento da leishmaniose esta
longe de ser satisfatéria. Deve-se levar em conta o custo, o longo periodo de
tratamento, a via de administracéo, os graves efeitos colaterais, as contraindicacdes
e a resisténcia, que ¢ um fendmeno crescente em todas as formas de leishmaniose,
com relatos cada vez mais frequentem de tratamentos néo responsivos (GONZALEZ
et al., 2009). Diante desse quadro, € necessario buscar estratégias para solucionar
esta questao, pois apesar dos avancos no conhecimento das bases moleculares e
celulares das patologias, o desenvolvimento de novas drogas para tratar esta
doenca avanca a passos lentos (NWAKA; RIDLEY, 2003).

2.6 Consideracfes sobre combretastatina A-4

Os membros da familia Combretaceae sdo amplamente distribuidos no sul da
Africa, sendo utilizados como produtos naturais para diversas finalidades
terapéuticas como céanceres, hanseniase, febre tropical e hepatite. Também séao
utilizadas para fins medicinais no resto da Africa e da Asia para cerca de 90
indicagcdes medicinais, muitas delas relacionadas com o tratamento de infecgbes
(ELOFF; KATERERE; MCGAW, 2008).

O esfor¢co em curso do Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos para

by

identificar agentes anticancerigenos de origem natural levou a identificacdo das
combretastatinas, que foram isoladas inicialmente do arbusto sul-africano

Combretum caffrum (Figura 10) (DORR et al., 1996).

Figura 10. Arbustro Combretum caffum.

Fonte: MIKE THOMPSON, 2013.
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Existem diversos tipos de combretastatinas, porém a que se destaca por
apresentar potente atividade citotdxica frente a diversas linhagens tumorais e em
linhagens que apresentam resisténcia aos farmacos disponiveis na terapéutica € a
combretastatina A-4 (CA-4) (TRON et al., 2006). A CA-4 é um agente antimitGtico
gue induz morte celular por apoptose ao se ligar ao sitio da colchicina da B-tubulina
através de ligagdo reversivel, resultando em perturbacdes nos microtdbulos e
interrupcdo do ciclo celular na transicdo da metafase para a anafase (CHAUDHARY
et.al., 2007). Também j& foi demonstrado que CA-4 exerce efeitos altamente
seletivos na proliferacdo de células endoteliais (NAM, 2003). Mais recentemente, a
CA-4 tem sido apontada como indutora de proteinas cinases ativadas por AMP
(AMPK) e estimuladora de proteinas cinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2)
e proteina cinase ativada por mitdgeno p38 (MAPK p38) (COCCETI et al., 2010).

Um fato interessante observado é que alguns farmacos ou substancias
bioativas que alteram de alguma maneira a dindmica dos microttbulos, quando
administrados em menores concentracdes apresentam atividade especifica sobre a
vasculatura tumoral e, portanto, sdo considerados agentes perturbadores vasculares
(VDAs, do termo em inglés vascular disrupting agents). (KANTHOU; TOZER, 2009).

A polimerizacdo da tubulina e despolimerizagdo de microtibulos sdo alvos
importantes para a descoberta de agentes medicinais para o tratamento de infeccbes
helminticas (TARABOLETTI; GIAVAZZI, 2004). Como o parasito Leishmania
apresenta abundantes microtubulos que estdo envolvidos em funcbes distintas,
como locomocgéo, transporte intracelular, manutencao da forma da célula e divisdo
celular (FONG; LEE, 1988) e a CA-4 apresenta como principal mecanismo de acao a
inibicdo de microtubulos, este farmaco € um importante alvo para o tratamento da
leishmaniose. Infelizmente, a CA-4 tem baixa biodisponibilidade e uma fraca
solubilidade em meios biolégicos. Além disso, a CA-4 apresenta elevada toxicidade,
causando uma série de efeitos colaterais como: toxicidade para medula Ossea,
problemas neuroldgicos, problemas cardiovasculares, causando modificacdes no
ritmo cardiaco e picos hipertensivos em uma proporcao relevante de pacientes que
fizeram seu uso (GALBRAITH et al., 2003).

Existe uma homologia de cerca de 80% entre a tubulina da Leishmania e a do
ser humano. A diferenca na sequéncia pode ser usada como base para direcionar 0s

compostos quimioterapicos para o esqueleto da Leishmania (FONG; LEE, 1988).
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Portanto, modificacdes moleculares na CA-4 sdo importantes para a descoberta de

novos farmacos leishmanicidas eficazes e menos téxicos.

Composta por dois anéis aromaticos e um espacador etilénico (Figura 11), a
CA-4 tem sido amplamente utilizada como protétipo para modificacbes moleculares
na busca de compostos sintéticos que apresentem poténcia equivalente, melhores
parametros farmacocinéticos e reduzidos efeitos colaterais (COMBES et.al., 2011).
Nos ultimos anos, foram realizadas diversas modificagcbes na estrutura da CA-4,
baseadas em modificacbes nos anéis A e/ou B, e no espacador etilénico (TRON et
al., 2006).

Figura 11. Subunidades que constituem a CA-4.

Anel A Espacador Anel B

o

Fonte: Laboratério de Avaliacédo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio -UFRJ).

Os anéis aromaticos da CA-4 ndo sdo dispostos de forma plana entre si.
Dessa forma, as modificacdes moleculares realizadas no espacador etilénico visam
manter a distancia e os angulos entre os dois anéis eliminando a possibilidade de
isomerizacdo e consequente mudanca da disposicdo espacial propicia para a
atividade citotoxica (FURST et.al., 2009). Dentre as modificacbes estruturais
realizadas, merecem destaque aquelas realizadas por Ducki et al. (1998), tendo
como base o trabalho publicado por Edwards et al. anos antes (1990), que
sintetizaram e avaliaram a atividade citotéxica de oito chalconas sobre a linhagem de
leucemia K562 e identificaram que a chalcona correspondente a CA-4 mantém
potente atividade citotéxica. Segundo Ducki et al. (1998), a justificativa para a
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atividade citotoxica observada para um derivado com estereoquimica E, em nivel da
ligacdo dupla, com consequente manutencdo da inibicdo da polimerizacdo dos
microtubulos, estaria associada a fatores conformacionais e a preferéncia pela

conformacao s-trans das chalconas testadas quando em solugéo.

O aumento da incidéncia da leishmaniose associado as limitacdes do
tratamento desta doenca negligenciada, a torna um importante alvo para novas
pesquisas com objetivo de buscar novas terapéuticas. Nesse sentido, o Laboratoério
de Avaliacéo e Sintese de Substancias Bioativas da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (LASSBio-UFRJ) desenvolveu analogos da CA-4, com finalidade de

encontrar novos protétipos de farmacos leishmanicida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade leishmanicida e o potencial citotéxico de duas séries de
derivados N-acilhidrazbnicos e semicarbazénicos da combretastatina A-4,

contribuindo, assim, para o estudo de prototipos de farmacos leishmanicidas.

3.2 Objetivos especificos

v' Determinar o potencial citotoxico dos derivados da CA-4 para a célula

hospedeira (Macréfagos da linhagem J774);

v Investigar a atividade dos derivados da CA-4 sobre formas promastigotas
extracelulares de L. braziliensis, L. amazonensis e L.chagasi em ensaio in

Vitro;

v' Verificar a atividade leishmanicida in vivo em camundongos BALB/c pelo

acompanhamento do curso da infec¢céo e determinacdo da carga parasitaria;

v' Realizar a dosagem de alanino aminotransferase (ALT/TGP), aspartato
aminotransferase (AST/TGO), creatinina e ureia nos grupos de camundongos

BALB/c do ensaio in vivo;

v Avaliar alteracdo de peso no baco dos grupos de camundongos do ensaio in

Vivo, atraves de pesagem em balanca analitica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento dos derivados N-acilhidrazonas e semicarbazdnicos da CA-4

Os derivados da CA-4 foram planejados pelo grupo de pesquisa dos
professores Dr. Eliezer de Jesus Barreiro, Dra. Lidia Moreira Lima e o doutorando
Daniel do Nascimento Amaral do Laboratério de Avaliagédo e Sintese de Substancias
Biotivas da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LASSBio-UFRJ).

Foram planejadas duas séries de derivados da CA-4. Inicialmente realizou-se
uma estratégia de homologacéo sobre a estrutura do protétipo CA-4, representada
pela inser¢do do grupo CONHN (hidrazona) como espacgador entre as subunidades
aromaticas do prototipo CA-4, de modo a permitir a construcdo de um anéalogo direto
do prototipo selecionado, o LASSBIo 1593 (Figura 12).

Figura 12. Construcao de série congénere 1.

O =
CH; O O
3 \CH3 1 \CH?> Bioisosterismo cléssico (CHxN) e
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H3C/ Ve / -
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0 N NoH
CH; O @)
3 \CH3 \CH3 Substituicdo por
grupamentos
hidrazonas

Posteriormente foi planejada a adicdo de substituintes nas posi¢coes meta e
para do anel B, explorando diferentes padroes de oxigenagcdo, tamanho e

propriedades oxi-redutivas/ antioxidantes dos substituintes, resultando no
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planejamento de 11 compostos N-acilhidrazonicos e 3 semicarbazénicos (Figura 13

e figura 14, respectivamente).

Figura 13. Representacao dos anélogos N-acilhidrazénicos (série congénere 1).
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Fonte: Laboratério de Avaliagéo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio-UFRJ).

Responsavel

pela sintese: Msc. Daniel do Nascimento Amaral (LASSBio-UFRJ).

Figura 14. Representacao dos anédlogos semicarbazbnicos (série congénere 1).
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Fonte: Laboratério de Avaliacédo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio-UFRJ).

Responsavel

pela sintese: Msc. Daniel do Nascimento Amaral (LASSBio-UFRJ).
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Foi observado que o sitio de reconhecimento molecular de LASSBIio-1586,

derivado mais potente e seletivo em ensaios para atividade anticancér da série 1

(dados do LASSbio-UFRJ), € essencialmente dependente da participacdo de

aminoacidos hidrofébicos. Partindo deste pressuposto, oito novos derivados N-

acilhidrazénicos foram planejados, permitindo, assim, a construcdo da série

congénere 2 (Figura 15).

Figura 15. Representacdo dos analogos N-acilhidrazénicos (série congénere 2).
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LASSBio 1743

Cl
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Fonte: Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio-UFRJ). Responsavel

pela sintese: Msc. Daniel do Nascimento Amaral (LASSBio-UFRJ).

4.2 Preparacao dos derivados da CA-4

Os derivados da CA-4 foram solubilizados em dimetilsulfoxido a 0,1%
(DMSO) formando a solugéo estoque | (100. uM). No momento dos experimentos, foi
realizada diluicdo seriada para obtencdo das concentraces de 100 a 10'uM e
foram plaqueados em triplicata em placas de 96 pocos. Os derivados da CA-4
apresentaram pouca solubilidade, portanto, eram homogeneizados em aparelho
vortex antes de serem usados para 0s experimentos para maior solubilizacdo nos

meios utilizados nos experimentos.

4.3 Experiéncias in vitro

4.3.1 Manutenc¢do de linhagem de células

Foram utilizados macréfagos da linhagem J774 para os ensaios in vitro de
determinacao da viabilidade celular e de infec¢do. Essas células foram mantidas em
garrafas de cultura em 5 mL de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
com soro fetal bovino (SFB) a 10%. No momento do uso, as células foram contadas,

ajustadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
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4.3.2 Manutencgao dos parasitos

As espécies L. braziliensis (cepa MHOM/BR/01/BA788), L. amazonensis
(cepa MHOM/BR/77/LTB0016) e L chagasi (cepa MCAN/BR/89/BA262) foram
utilizadas para avaliacdo da atividade leishmanicida. As formas promastigotas foram
mantidas em garrafas de cultura em 5 mL de meio Schneider (sigma) com 10% de
SFB em estufa BOD, a 27 °C. No momento do uso, os parasitos foram colocados em
tubos Falcon e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspendido em meio
Schneider (sigma). Fez-se, entdo, a contagem dos parasitos em camara de

Neubauer, para posterior plaqueamento e realizacdo dos experimentos.

4.3.3 Ensaio de viabilidade celular

O estudo de viabilidade de macréfagos frente aos compostos derivados da CA-
4 foi realizado utilizando o método de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio). Neste ensaio, os macréfagos da linhagem J774 foram plaqueados
(5 x 10°/por poco) e expostos a diferentes concentracdes dos compostos (0,001,
0,01, 0,1, 1, 10, 100 uM) por um periodo de 48 horas. Os poc¢os controles continham
células cultivadas somente com meio de cultura e células cultivadas na presenca do
diluente das substancias DMSO. Apés o periodo de incubacgéo, o sobrenadante foi
descartado e em seguida foi adicionado 200 pL da solugdo de MTT (10% em meio
DMEM) em cada pogo. As placas foram entdo reincubadas durante 4 horas em
estufa a 37°C e a 5% de CO; e realizada a leitura em espectrofotdmetro a 490 nm.
Os resultados foram expressos como percentual de morte celular, considerando
como controle 100% a contagem de células vidveis em culturas ndo estimuladas
(MOSMANN, 1983) (Figura 16).



Figura 16. llustracdo do ensaio de reducao de MTT.
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4.3.4 Ensaio de viabilidade de parasitos in vitro

As formas promastigotas das espécies de Leishmania braziliensis, L.
amazonensis e L. chagasi foram plaqueadas (5 x 10° parasitos/poco num volume de
100 uL) em ftriplicatas em placa de 96 pogos com meio Schneider (sigma)
suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina e 2% de urina humana e
expostas a diferentes concentraces dos compostos derivados da CA-4 (107, 107,
10°, 10, 103, 102 0,1, 1, 10 yM). Em seguida, a placa foi incubada em estufa BOD
a 27 °C por 48 horas. Apos esse periodo, os parasitos foram homogeneizados e 20
ML da suspensao foi transferida para um tubo contendo 10 mL de isoton, sendo o
ndamero de parasitos determinado em contador automético de células (Coulter,
modelo Z;) (AVILA et al., 1997) (Figura 17).
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Figura 17. llustrac&o do ensaio de viabilidade dos parasitos in vitro.
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4.4 Experiéncias in vivo

4.4.1 Procedimentos éticos adotados nos experimentos

Foram utilizados Vinte e cinco camundongos da linhagem BALB/c (20-25q)
machos, adultos jovens, com 6 a 8 semanas de idade, para determinar o efeito
terapéutico dos compostos selecionados no modelo in vitro. Os animais foram
provenientes do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP-USP), cedidos pelo Prof. Dr. Fernando de Queiroz Cunha e
foram manipulados de acordo com normas estabelecidas pela Comissdo de Etica
para Utilizacdo de Animais de Laboratério da UFAL. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em pesquisa da UFAL (no. 003570/2011/63)
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4.4.2 Ensaio In vivo de infeccdo com promastigotas na orelha de camundongos
BALB/c— Adaptado de Pereira et al., (2010)

Formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) (1x10°
células em 10 pL) foram inoculadas por via subcutanea na orelha de camundongos
Balb/c. Foram utilizados 5 animais por grupo, estes resumem-se a grupos tratados
com o farmaco padréo glucantime (sintetizado e cedido pelo grupo de pesquisa do
professor Dr. Mario Roberto Meneghetti/lUFAL), com o derivado LASSBio 1588 e
com o derivado LASSBio 1738. Além, do grupo infectado/ndo tratado e grupo nao
infectado. Ap6s uma semana de infec¢do, os animais foram tratados com o0s
derivados LASSBIio 1588 e LASSBio 1738, previamente selecionados a partir de
ensaios in vitro de viabilidade sobre formas promastigotas de L. amazonensis e com
o farmaco padrao glucantime por via ip na dose de 30 mg/kg (O LASSBio 1588 foi
selecionado devido a semelhangca com o LASSBio 1589, derivado ativo contra
promastigotas de L. amazonensis, porém que € toxico para células de mamiferos -
dados cedidos pelo grupo de Pesquisa do Laboratério de Avaliacdo e Sintese de
Substancias Bioativas, e o derivado LASSBio 1738 foi selecionado devido a eficacia

e poténcia contra promastigotas de L. amazonensis).

O tratamento foi realizado em uma Unica dose diéria por dia, durante 28 dias.
O tamanho da lesdo foi medido em mm duas vezes por semana durante o periodo
de tratamento, utilizando um paquimetro digital e expresso através da diferenca
entre a orelha infectada e a ndo infectada (Figura 18). Além disso, os animais foram
pesados durante o periodo do tratamento para verificar se houve alteracédo
significante no peso do animal. Apos as quatro semanas de tratamento os animais
foram anestesiados para realizacdo da puncdo cardiaca, o sangue coletado foi
centrifugado a 1500 rpm por cinco minutos para obtencdo do soro, e com este, foi
realizada a dosagem das concentracbes séricas de aspartato aminotransferase
(AST), alanino aminotransferase (ALT), creatinina e ureia, para analise de possiveis
alteracdes enzimaticas. Posteriormente, as orelhas infectadas e os linfonodos
drenantes foram assepticamente excisados e macerados em Schneider (sigma) para
determinacao da carga parasitaria através da analise de diluicdes limitantes e o baco

foi retirado para pesagem em balanca analitica.
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Figura 18. Ensaio in vivo (Modelo de infeccdo na orelha de animais BALB/c com L.
amazonensis).
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4.4.3 Dosagem da enzima ALT

A determinagdo da atividade de alanino aminotransferase (ALT/TGP) foi
realizada através do kit ALT/TGP (Doles), segundo metodologia especificada pelo
fabricante. Para tanto, adiciona-se 100 puL do reagente de trabalho do kit em cada
poco contendo as amostras (10 pL do plasma dos animais infectados com L.
amazonensis utilizados no ensaio in vivo) e, logo apds 30 segundos, é realizada a
leitura da absorbancia na placa de 96 pocos a 340 nm. O reagente de trabalho
consiste em uma solucéo de alanina, 2-oxoglutarato, lactato desidrogenase (LDH) e
coenzima NADH. A AST catalisa a transferéncia do grupo amino do alanino para 2-
oxoglutarato com a formacédo de piruvato e glutamato e, posteriormente, o piruvato é
reduzido a lactato por acdo da LDH, e paralelamente a coenzima NADH ¢é oxidada a
NAD". A coenzima NADH tem um coeficiente de absorcdo molar elevado em 340
nm, sendo quase nula a absor¢cdo de NAD. A oxidacdo de NADH é diretamente
proporcional a atividade da ALT. A atividade enzimatica & calculada através da

diminuicdo da absorbancia da solucdo de NADH em 340nm.
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4.4.4 Dosagem da enzima AST

A determinacdo da atividade de aspartato aminotransferase (AST/TGO) foi
realizada através do kit AST/TGO (Doles), segundo metodologia especificada pelo
fabricante. Para tanto, adiciona-se 100 puL do reagente de trabalho do kit em cada
poco contendo as amostras (10 pL do plasma dos animais infectados com L.
amazonensis utilizados no ensaio in vivo) e, logo apds 30 segundos, € realizada a
leitura da absorbancia na placa de 96 pocos a 340 nm. O reagente de trabalho
consiste em uma solucéo de aspartato, 2-oxoglutarato, malato desidrogenase (MDH)
e coenzima NADH. A AST catalisa a transferéncia do grupo amino do aspartato para
2-oxoglutarato com a formacdo de oxalacetato e glutamato e, posteriormente, o
oxalacetato é reduzido a malato por acdo da MDH, e paralelamente a coenzima
NADH é oxidada a NAD". A coenzima NADH tem um coeficiente de absor¢do molar
elevado em 340 nm, sendo quase nula a absorcdo de NAD. A oxidacdo de NADH é
diretamente proporcional a atividade da AST. A atividade enzimatica é calculada

através da diminuicdo da absorbancia da solucdo de NADH em 340nm.

4.4.5 Dilui¢des limitantes

Para quantificacdo dos parasitos nas orelhas infectadas e linfonodos
drenantes foi utilizada a técnica de diluicdo limitante (TASWELL, 1986). As orelhas
infectadas e linfonodos drenantes foram retirados assepticamente e macerados em
1 mL de meio Schneider (sigma) com 10% de soro fetal bovino até a formacéo de
uma suspensao. Posteriormente, 200 yL do macerado de cada amostra foi
transferido para placa de cultura de fundo chato de 96 pocos, em duplicata,
representando a diluicdo de 1:5. Realizou-se 11 diluicbes seriadas do macerado,
utilizando a proporcgéo de 1:10. As placas foram incubadas em estufa BOD a 26°C
por 14 dias. No décimo quarto dia de cultura, a quantidade de parasitos foi calculada
multiplicando o fator de diluic&o, cujo valor era 5, por 10 elevado a poténcia referente

ao numero da ultima diluicdo que havia presenca de pelo menos um parasito.
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4.4.6 Pesagem do baco

Apés os animais serem eutanasiados, o baco foi retirado para pesagem em

balanca analitica e os grupos tratados foram comparados com o grupo controle.

4.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (M +
E.P.M.) apos andlise estatistica empregando-se analise de variancia (ANOVA) one-
way seguido pelo pés-teste de Dunnett, onde as diferencas entre as médias foram
consideradas significantes quando p < 0,05 ao ser comparado ao grupo controle.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de citotoxicidade celular

Inicialmente, investigou-se a citotoxicidade dos compostos derivados da CA-4
sobre macréfagos J774 através do método de MTT. Este método avalia a atividade
metabdlica das células, quantificando a reducdo metabdlica do MTT (brometo de 3-
[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) realizada pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase associadas ao NADPH e ao NADH, que resulta na
producdo de cristais de formazan (coloracdo arroxeada e insolivel em agua),
permitindo, assim, avaliar a atividade de desidrogenases mitocondriais, sendo

guantificado através de espectrofotometria.

Ao ser investigado a citotoxicidade dos derivados da CA-4 em diferentes
concentragbes (0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100 uM) observou-se que os derivados
LASSBio 1586, LASSBio 1587, LASSBio 1588, LASSBio 1589, LASSBio 1590,
LASSBIio 1592, LASSBIio 1594, LASSBIio 1595 e LASSBIio 1716 ndo apresentaram
efeito tdéxico até a concentracdo méaxima utilizada (100 puM). No entanto, os
derivados LASSBio 1591, LASSBio 1593, LASSBio 1596, LASSBio DNA 1586,
LASSBio 1714, LASSBio 1715, LASSBio 1738, LASSBio 1739, LASSBio 1740,
LASSBIi0o1741, LASSBIio 1742, LASSBIio 1743 e LASSBIio 1744 apresentaram efeito
toxico significante (p < 0,01) para os macréfagos da linhagem J774, quando
comparado ao controle DMSO 0,1%. Os compostos LASSBio 1735, LASSBIio 1739,
LASSBIio 1741, LASSBIio 1742, LASSBIio 1743 e LASSBIio 1744 apresentaram efeito
toxico semelhante ao prototipo de origem, a CA-4, que apresentou uma
citotoxicidade maxima de 98,7 + 0,04% (Tabela 1). Vale destacar que o veiculo
utilizado para solubilizar todas as substancias (DMSO 0,1%) néo apresentou efeito
toxico significante para a célula, quando comparado ao controle negativo (células
cultivadas apenas em meio de cultura). Desta forma, a toxicidade das substancias

ndo pode ser atribuida a presenca de DMSO na cultura.
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Tabela 1. Efeito dos derivados da CA-4 sobre a viabilidade de macréfagos da
linhagem J774 no ensaio de MTT.

SUBSTANCIA CLso (UM)? CITOTOXICIDADE MAXIMA (%)°
Pentamidina 96,5+ 1,5 52,5 + 8,5%
C-A4 0,63 + 0,03 98,7 + 0,04%
LASSBio 1586 > 100 NT
LASSBio 1587 > 100 NT
LASSBio 1588 > 100 NT
LASSBio 1589 > 100 NT
LASSBio 1590 > 100 NT
LASSBio 1591 81,25 + 11,25 52,4 + 9, 7%
LASSBio 1592 > 100 NT
LASSBio 1593 > 100 457 + 3,8
LASSBio 1594 > 100 NT
LASSBio 1595 > 100 NT
LASSBio 1596 > 100 47,6 + 1,9%
LASSBio 1714 0,67 +0,14 82,7 +3,8%
LASSBio 1715 > 100 46,4 +2,1%
LASSBio 1716 > 100 NT
LASSBio 1735 0,47 + 0,07 98,9 +0,26%*
LASSBio 1738 0,63+0,1 87,6 + 5,9%
LASSBio 1739 0,65 + 0,09 94,0 + 8,9%
LASSBio 1740 0,67 + 0,03 50,2 + 2,1**
LASSBio 1741 0,1+ 0,01 99,1 + 0,1**
LASSBio 1742 3,7+0,6 98,2 + 0,1**
LASSBio 1743 0,57 + 0,03 98,5 + 0,4
LASSBio 1744 0,6 + 0,06 94,2 + 7,5%

Os resultados referem-se a: * Concentracdo Letal de 50 % (CLsy) calculada através de curvas
concentragdo-resposta toxica. "Média + erro padrdo da média da citoxicidade maxima em triplicatas
de um experimento representativo. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos
quando *p < 0,05, **p < 0,01 em relagcdo ao grupo DMSO 0,1%; NT: substéncia ndo apresenta
atividade letal significante para célula até a concentragdo de 100 uM em relagédo ao grupo DMSO.
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Pode-se observar que dos derivados da série 1, apenas os derivados
LASSBio 1591, LASSBio 1593 e LASSBio 1596 foram citotoxicos para o0s
macréfagos J774, demonstrando que a adicdo de substituintes nas posi¢cées meta e
para do anel B, com diferentes padrdes de oxigenagao, tamanho e propriedades oxi-
redutivas/antioxidantes, resultaram em uma série de derivados com baixa
citotoxicidade, diferente do seu composto prototipo (CA-4). No entanto, dos
derivados semicarbazonicos da série 1 apenas a toxicidade do derivado LASSBio
1716 néo foi influenciado com a insercao de substituintes.

Em contrapartida, a segunda série foi mais citotoxica do que a primeira série
planejada, isto pode estar relacionado ao fato da inser¢cdo de substituintes
hidrofébicos na estrutura do protétipo de origem LASSBio 1586, realizando
modificacdes conformacionais na estrutura dos anéis A e/ou B e no espacador
etilénico da CA-4. Esses dados sugerem que as substituicbes por grupamentos
lipofilicos, como halogénios, conferiram aos novos derivados uma alta citotoxicidade,
fato ndo observado com o protétipo desta segunda série, o LASSBio 1586. No
entanto, como observado na Tabela 1, o derivado LASSBio 1735 apresentou uma
alta citotoxicidade. Pode-se atribuir esse efeito a auséncia de substituintes no anel B,

presente em todos 0s outros congéneres da série.

5.2 Ensaio de viabilidade de parasitos in vitro

Com o objetivo de verificar uma possivel atividade leishmanicida direta sobre
o parasito, calculou-se a concentracdo inibitéria 50% (Clsp) do crescimento de
promastigotas dos derivados da CA-4 e pentamidina contra promastigotas das
espécies de L. braziliensis, L. amazonensis e L. chagasi (107, 10°, 10°, 10, 1073,
102, 0,1, 1, 10 pM). O ensaio foi realizado com os compostos em concentracées
baixas por serem altamente toxicos e ativos até na ordem de nanomolar nos ensaios
para atividade contra células cancerigenas (dados cedidos pelo Laboratério de

Avaliacéo e Sintese de Substancias Bioativas)

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade anti-promastigota contra L.
braziliensis evidenciaram que os derivados LASSBIio 1594, LASSBio 1714, LASSBio
1715, LASSBIio 1716, LASSBIio 1735, LASSBIio 1738, LASSBio 1739, LASSBio 1740,
LASSBio 1741, LASSBIiol742 e LASSBIio 1744 apresentaram efeito leishmanicida,
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com destaque para as substancias LASSBio 1714, LASSBio 1735 e LASSBio 1740,
gue apresentaram efeito maximo (E.M.) contra o crescimento de promastigotas de L.
braziliensis de 72,94 = 0,5, 68,6 + 3,0, e 68,0 + 8,0%, com Cls, de 0,005 + 0,001,
0,07 + 0,003, e 0,004 = 0,002 uM, respectivamente. Além disso, os derivados
LASSBio 1714, LASSBio 1738, LASSBio 1739, LASSBio 1740, LASSBIiol1741,
LASSBIo 1742 e LASSBIio 1744 foram ativos na ordem de nhanomolar (10'9), com Clsg
5+1,0,08+0,01,0,08+0,01,4+2,0,7+0,3, 0,09 £ 0,003 e 0,08 + 0,004 e efeito
méaximo de 72,94 + 0,5, 59,6 + 2,9, 55,5 + 4,3, 59,4 + 2,6, 57,1 + 4,0, 68,0 + 80 e
57,0 + 4,0%, respectivamente. Ademais, o prototipo padrdo CA-4 induziu E.M. de
56,1 + 2,4 com Clsg de 0,49 = 0,2 uM, deste modo, exibindo poténcia inferior aos

seus derivados (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito leishmanicida da pentamidina, CA-4 e compostos derivados da CA-4
contra o crescimento de formas promastigotas de L. braziliensis

SUBSTANCIA cl’ EM. (%) | SUBSTANCIA cl EM.” (%)
Pentamidina | 6,8+03uM | 76,7%2,0% | LASSBio 1596 |  >100 NA
C-A4 049+02uM | 56,1+24* | LASSBio1714 | 5+1lnm | 72,94 +05%
LASSBio 1586 >100 NA LASSBi0 1715 | >100 42,5 + 2,0*
LASSBio 1587 >100 NA LASSBi0 1716 | >100 44,1 + 5,7+
LASSBio 1588 >100 NA LASSBio 1735 | 297 SN?'OO3 68,6 + 3,0

59,6 * 2,9
LASSBio 1589 >100 NA LASSBio 1738 | 008001

nm
555+ 4,3
LASSBio 1590 >100 NA LASSBio 1739 o,oan;o,m
. _ 68.0 £ 8,0
LASSBio 1591 >100 NA LASSBio 1740 | 4 +2nm
_ _ 07:03nm | 594 %26
LASSBio 1592 >100 NA LASSBio 1741
571+ 4,0
LASSBio 1593 >100 NA LASSBio 1742 | 9:09 rfn?'003
LASSBio 1594 | 51+1,0uM | 64,9+23* | LASSBio 1743 >100 NA
| | 00850004 | o7 044 0m
LASSBio 1595 >100 NA LASSBio 1744 nm

Os resultados referem-se a: ® Concentragéo inibitéria de 50 (Clso) do crescimento de promastigotas
calculada através de curvas concentrac@o-resposta toxica e expressa como média + erro padréo da
média; ° Efeito maximo (EM) que é expresso como média da toxicidade maxima = erro padrdo da
média em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de E.M. foram considerados
significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01 até a concentra¢do de 100 uM em relagédo ao grupo DMSO.

Por sua vez, no ensaio contra o crescimento de formas promastigotas de L.
amazonensis, os derivados LASSBio 1589, LASSBio 1593, LASSBIio 1738, LASSBIio
1740, LASSBIo 1741 induziram atividade contra o parasito. As substancias LASSBio
1589 e LASSBIo 1738 se destacaram com Clso de 6,6 £ 0,4 uM e 5+ 1 nm e E.M. de
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75,0 £ 5,1 e 63,7 £ 1,3%, respectivamente. O protétipo CA-4 ndo apresentou

atividade significante contra promastigotas de L. amazonensis (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito leishmanicida da pentamidina, CA-4 e compostos derivados da CA-4
contra o crescimento de formas promastigotas de L.amazonensis

SUBSTANCIA cl EM’ (%) | SUBSTANCIA cl EM. (%)
Pentamidina | 26+04 | 922+04* | LASSBio 1596 >100 NA
C-Ad >100 NA LASSBio0 1714 >100 NA
LASSBi0 1586 |  >100 NA LASSBio0 1715 >100 NA
LASSBio 1587 |  >100 NA LASSBio 1716 >100 NA
LASSBi0 1588 |  >100 NA LASSBio 1735 >100 NA
LASSBi0 1589 | 6,6+04 | 750+51* | LASSBi01738 | 5+1nm | 637%1,3"
LASSBi0 1590 |  >100 NA LASSBio 1739 >100 NA
LASSBi0 1591 |  >100 NA LASSBio 1740 >100 41,6 +0,4%
LASSBi0 1592 |  >100 NA LASSBio 1741 >100 37,5 +4,1%
LASSBi0 1593 |  >100 408+55% | LASSBio 1742 >100 NA
LASSBi0 1594 |  >100 NA LASSBio 1743 >100 NA
LASSBi0 1595 |  >100 NA LASSBio 1744 >100 NA

Os resultados referem-se a: ® Concentragéo inibitéria de 50 (Clso) do crescimento de promastigotas
calculada através de curvas concentracéo-resposta toxica e expressa como média + erro padrédo da
média; ° Efeito maximo (EM) que é expresso como média da toxicidade maxima = erro padrdo da
média em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de E.M. foram considerados
significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01 até a concentracdo de 100 uM em relacéo ao grupo DMSO.

Ao referir sobre o ensaio contra formas promastigotas de L. chagasi, os
derivados LASSBio 1586, LASSBio 1587, LASSBio 1588, LASSBio 1589, LASSBIio
1590, LASSBIo 1591, LASSBIo 1592, LASSBIio 1593, LASSBio 1596, LASSBio 1715,
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LASSBIio 1735, LASSBio 1738 e LASSBio 1740 foram eficazes contra o parasito,
destacando-se o0s derivados LASSBio 1586, LASSBio 1587, LASSBio 1588,
LASSBIo 1590, LASSBio 1591 e LASSBIio 1592, com E.M. de 64,3 + 1,3, 66,3 *+ 4,5,
545+24,551+4,3,57,9+50e 63,7 + 3,0%, com Clsp de 3 £ 1 nm, 0,09 + 0,02
puM, 0,08 £ 0,006 pM, 8 £ 1 nm, 0,5 £ 0,2 uM e 0,02 + 0,008 uM, respectivamente. O
prototipo CA-4 exibiu efeito maximo de 43,4 + 3,7% e a pentamidina (farmaco
padrao) ndo apresentou atividade contras formas promastigotas de L. chagasi.

Tabela 4. Efeito leishmanicida da pentamidina, CA-4 e compostos derivados da CA-4
contra o crescimento de formas promastigotas de L.chagasi

SUBSTANCIA C|50"‘ EM.” (%) SUBSTANCIA C|50a EM.” (%)
NA
Pentamidina >100 LASSBio 1596 >100 31,7+ 6,2*
C-A4 >100 43,4 £3,7% | LASSBio 1714 >100 NA
LASSBio 1586 | 3x1nm 64,3+1,3* | LASSBio 1715 >100 38,0 + 3,8
LASSBio 1587 o,ogj\ﬂo,oz 66,3+ 4,5* | LASSBio 1716 >100 NA
LAsSBio 1588 | 0%° jN?’OOG 54,5+2,4* | LASSBio 1735 >100 43,4 £ 1,07
LASSBio 1589 >100 45,3 +0,2* | LASSBio 1738 >100 39,3+ 3,1*
LASSBi0 1590 | 8+1nm 55,1+ 4,3* | LASSBio 1739 >100 NA
LASSBio 1591 | 05£02puM | 57,9+50%* | LASSBio 1740 >100 40,2 + 3,1*
LASSBio 1502 | 202 ;'N? 0081 637+30% | LASSBio 1741 >100 NA
LASSBio 1593 >100 45,08 + 4,3* | LASSBio 1742 >100 NA
LASSBio 1594 >100 NA LASSBio 1743 >100 NA
LASSBio 1595 >100 NA LASSBio 1744 >100 NA

Os resultados referem-se a: ® Concentragéo inibitéria de 50 (Clso) do crescimento de promastigotas
calculada através de curvas concentracéo-resposta toxica e expressa como média + erro padrdo da
média; ° Efeito maximo (EM) que é expresso como média da toxicidade maxima + erro padrdo da
média em ftriplicatas de um experimento representativo. Os valores de E.M. foram considerados
significativos quando*p < 0,05, **p < 0,01 até a concentra¢cdo de 100 uM em relagéo ao grupo DMSO.
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Em um estudo de Del Rey et al. (1999) sobre a atividade leishmanicida de
analogos e heteroanalogos da CA-4 contra formas promastigotas de L. braziliensis,
L. amazonensis e L. donovani nas concentragbes de 50, 25 e 10 pg/mL, foi
observado que alguns analogos causaram a lise total das promastigotas na
concentracédo de 50 pg/mL e cerca de 90% de lise na concentragdo de 10 pg/mL.
Conformagfes stilbendides heterociclicos, constituem sistemas esqueléticos Uteis
para apoiar a atividade leishmanicida, representando compostos de alta poténcia
antileishmania (DEL REY et al., 1999).

Em relagdo ao tipo de substituintes, foi observado que os analogos que
possuiam o grupo substituinte 3,4,5 trimetoxifenil apresentavam boa atividade . Logo
foram sintetizados derivados incorporando em todos os casos trimetoxifenil com
outros grupos, destes 0s que mostraram-se mais promissores como agentes
leishmanicidas foram 2-naftilo 3,4 — metilenodioxifenilo, assim colaborando para o
desenvolvimento de farmacos leishmanicidas (DEL REY et al., 1999). Este estudo
corrobora com os resultados desse trabalho onde os derivados da CA-4 sintetizados
pelo LASSBIio/UFRJ apresentam substituintes metoxi em sua estrutura e mostraram-
se promissores em atividade leishmanicida. O estudo de Del Rey et al. (1999) mostra
gue os andalogos ndo foram seletivos para as espécies de Leishmania estudadas.
Isto confirma que diferentes substituintes podem induzir seletividade para uma
determinada espécie de Leishmania, como reproduzido nesse trabalho, onde
derivados da CA-4 com diferentes substituintes apresentaram seletividade para as
espécies de Leishmania em estudo.

Outros trabalhos, também com stilbendides, apontam alguns derivados com
significante atividade leishmanicida contra formas promastigotas de L. infantum,
apoiando o fato de stilbendides representarem alvos a serem estudados para
atividade antileishmanial, além disso, o derivado cis-stilbendide foi menos ativo que o
isémero trans correspondente (TOLOMEO et al., 2013). Este dado confirma a ideia
de Ducki et al. (1998) que a atividade citotoxica, com consequente manutencédo da
inibicAo da polimerizacdo dos microtibulos, estaria associada a fatores
conformacionais e a preferéncia pela conformagéo s-trans das chalconas testadas
gquando em solucéo, identificando assim, que a chalcona correspondente a CA-4
mantém melhor atividade citotoxica, consequentemente, mudancas na conformacéo

podem ocasionar aumento de atividade de substancias.
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Em um estudo de Benitez et al. (2013), onde investigou-se a atividade de N-
acilhidrazonas sobre promastigotas de L. major, mostrou que o prototipo de origem
nao apresentou-se ativo contra esta espécie, assim como o derivado da CA-4,
LASSBio 1743, de estrutura semelhante que nao induziu atividade contra
promastigotas de L. braziliensis, L.amazonensis e L. chagasi. Ja o complexo ligante
vanadil apresentou atividade significante (BENITEZ et al., 2013), isto pode ser
devido a maior absorcdo pelas células ou a uma maior interacdo com o DNA do
parasito. Portanto, a insercdo de grupamentos na estrutura de um stilbendide pode
conferir a este, perfil de acdo multialvo.

Apbs o ensaio de viabilidade sobre formas promastigotas, foram selecionados
2 derivados da CA-4 para o ensaio de infec¢do in vivo com formas promastigotas de
L. amazonensis. Os derivados selecionados, foram o LASSBio 1588 e o LASSBIio
1738. O LASSBIio 1738 apresentou poténcia elevada contra leishmania, ja o
LASSBIio 1588, apesar de néo apresentar atividade contra formas promastigotas de
L. amazonensis, apresenta estrutura semelhante ao LASSBio 1589 que mostrou-se

ativo, porém gue € muito toxico para células do mamifero.

5.3 Ensaio de infecgéo in vivo

No ensaio de infec¢do in vivo, foi observado durante o curso da lesdo de
camundongos BALB/c infectados com Leishmania, que os derivados LASSBio 1588
e LASSBIio 1738 apresentaram significante diminuicdo da lesdo quando comparado
ao controle. O LASSBIio 1588 exibiu atividade semelhante ao farmaco controle o
glucantime, ndo conseguindo manter a lesdo controlada nos ultimos dias do
tratamento. Ja o derivado LASSBIio 1738 foi capaz de controlar a lesdo durante todo
o tratamento (Figura 19) (Figura 21). Estes dados corroboram com o estudo de
Nakayama et al. (2009), que investigou dois derivados da CA-4 no ensaio de
infec¢do in vivo com L. amazonensis na pata de animais BALB/c, neste observou-se
gue um dos derivados SAAS-59, correspondente a estrutura 5-metoxi-2-(5-
metilfurano)-3-(3,4,5-trimetoxifenol) foi capaz de reduzir o tamanho da leséo de
forma semelhante por via oral e intraleséo, porém por via subcutanea apresentou um
melhor perfil leishmanicida, atingindo a reducdo do tamanho da leséo em mais de

21% (na dose de 50 mg/kg). Estes dados sugerem, que a via de administragao
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interferiu na absorcdo. Além disso, o derivado SAAS-59 apresenta o substituinte
metoxi, que € importante para a atividade leishmanicida.

Figura 19. Efeito leishmanicida em BALB/c dos derivados LASSBio 1588, LASSBio
1738 e glucantime.
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Efeito in vivo do tratamento com LASSBio 1588, LASSBio 1738 e glucantime na dose de 30
pmol/kg/dia x 28 dias sobre o curso da lesdo de camundongos BALB/c infectados com L.
amazonensis. Lesbes foram monitoradas semanalmente. Os resultados sdo representados pela
média £ e.p.m. da espessura da leséo de cinco animais em cada grupo experimental.

No ensaio in vivo foi possivel quantificar a carga parasitaria encontrada nas
orelhas e linfonodos. Neste, 0 LASSBio 1738 foi capaz de reduzir a carga parasitaria
de L. amazonensis na orelha do animal (Figura 20A), em contrapartida, no linfonodo
nao reduziu a carga parasitaria de forma estatisticamente significante (Figura 20B).
O LASSBIo0 1588, nao foi capaz de reduzir a carga parasitaria de L. amazonensis na
orelha e linfonodo dos animais BALB/c (Figura 18A e 18B). Isso pode ser explicado
devido a uma reacao inflamatdria local que ocorre na leishmaniose tegumentar, com
atuacdo de células de defesa do sistema imune contra a infeccdo e inflamacéao,

levando a uma diminuicéo da leséo.

No trabalho de Nakayama et al. (2009) os animais tratados com o derivado
SAAS-59 administrado por via oral e intralesdo ndo foram capazes de controlar a

carga parasitaria de L. amazonensis. Quando administrado por via subcutanea
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houve reducdo da carga parasitaria do animal, indicando que diferentes vias de

administragao podem alterar a atividade de substancias.

Figura 20. Efeito leishmanicida em BALB/c dos derivados LASSBio 1588, LASSBio
1738 e glucantime sobre a carga parasitaria em orelhas (A) e linfonodos (B).
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Figura 21. Fotografias das orelhas infectadas e tratadas no 28° dia pés-infeccéo.
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As enzimas desidrogenases transferases podem ser encontrados em
guantidades no soro, mas nao sao de origem do fluido extracelular.
Ao serem encontradas em quantidades elevadas no fluido extracelular, ocorrem
como resultado de danos no tecido ou célula, rompendo membranas que levam ao
vazamento de tais enzimas a partir do tecido, assim tornam-se elevadas no soro
(MORRONE et al., 2009). Portanto, medicdo da enzima sérica € uma ferramenta
valiosa no diagnéstico clinico, pois fornece informagdes sobre o efeito e natureza
dos danos patoldgicos nos tecidos. Como alanina transaminase (ALT) é uma enzima
especifica do figado, ao ser encontrada em quantidades elevadas pode-se sugerir
uma doenca hepatobiliar. No entanto, 0 aumento de aspartato transaminase (AST),
também pode estar relacionado a danos no cora¢cdo ou no musculo esquelético, bem
como no parénquima hepatico. Consequentemente, atividade elevada de ALT e
AST, pode ser um indicativo de doenca hepéatica causada pelo tratamento (WANG et
al., 2012).
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No ensaio de infeccédo in vivo com L. amazonensis foi observado que os
derivados LASSBIio 1588 e LASSBIio 1738 ndo aumentaram as enzimas hepéticas
ALT e AST (Figura 22 A e B). Como essas enzimas sdo utilizadas como
biomarcadores de lesdo hepatica, podendo ser causadas por alteragbes no
metabolismo do figado causada pelo tratamento (UBOH et al., 2005), niveis normais
destas, nos leva a sugerir que o tratamento ndo causou danos ao figado durante o

periodo avaliado.

Figura 22. Efeito do tratamento dos derivados LASSBio 1588, LASSBio 1738 e
glucantime sobre a atividade das enzimas hepéticas ALT (A) e AST (B).
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Efeito in vivo do tratamento sobre os niveis de ALT e AST no soro de animais infectados com L.
amazonensis ha dose de 30 pumol/kg/dia x 28 dias. Os resultados referem-se a média * erro padrao
da média de cinco animais de um experimento representativo. Os valores foram considerados

significativos quando *p < 0,05 versus o grupo controle.

A leséo renal aguda, também conhecida como insuficiéncia renal aguda, é
uma sindrome caracterizada pela rapida perda da funcdo excretora do rim e é
tipicamente diagnosticada pela acumulacdo de produtos finais do metabolismo do
nitrogénio, como ureia e creatinina (BELLOMO; KELLUM; RONCO, 2012). Através
do ensaio de infecgdo in vivo foi possivel determinar os niveis de creatinina e ureia
nos grupos tratados e infectados, nestes ndo houve alteracdo estatisticamente

significante (Figura 23 A e B), levando-nos a sugerir que o tratamento ndo causou

danos renais.
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Figura 23. Efeito do tratamento dos derivados LASSBio 1588, LASSBio 1738 e
glucantime sobre a atividade de creatinina (A) e ureia (B).
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Efeito in vivo do tratamento dos derivados sobre os niveis de creatinina e ureia no soro de animais
infectados com L. amazonensis na dose de 30 umol/kg/dia x 28 dias. Os resultados referem-se a
média + erro padrdo da média de cinco animais de um experimento representativo. Os valores foram
considerados significativos quando *p < 0,05 versus o grupo controle.
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Ainda no ensaio in vivo, foi analisado o peso do baco dos grupos. O grupo
tratado com o derivado LASSBio 1738 induziu aumento do bago de forma
estatisticamente significante (Figura 24). A hipertrofia do baco pode ser devido a um
aumento da funcdo imune, que pode ser causada por uma possivel funcao
imunoestimulatéria do derivado LASSBIio 1738, como também inchaco e inflamacéo
com possivel edema devido a toxicidade. Em relacdo ao peso dos animais, ndo
houve alteracdo estatisticamente significante entre os grupos (dados nao

mostrados).

Figura 24. Efeito do tratamento sobre o peso do bag¢o dos animais tratados.
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Efeito in vivo do tratamento sobre o peso do baco de animais infectados com L. amazonensis na dose
de 30 umol/kg/dia x 28 dias, vo. Os resultados referem-se a média + erro padrdo da média de cinco
animais de um experimento representativo. Os valores foram considerados significativos quando *p <

0,05 versus o grupo controle.

Os derivados da CA-4 ndo apresentaram toxicidade para os macréfagos na
concentracdo de 0,01 pM. Este dado é promissor, tendo em vista que os derivados
foram ativos para formas promastigotas de Leishmania até a concentracdo de
nanomolar. Além disso, os derivados apresentam seletividade para cada espécie
estudada, sendo para L. braziliensis, os derivados LASSBIio 1592, 1714, 1735, 1738,
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1739, 1740, 1741, 1742 e 1744, para L. amazonensis, os derivados LASSBio 1589 e
LASSBIio 1738 e para L. chagasi os derivados LASSBio 1586, 1587, 1588, 1590,
1591 e 1592. Além disso, ao ser realizado o ensaio de infecgéo in vivo com formas
promastigotas de L. amazonensis na dose de 30 pmol/kg/dia x 28 dias (i.p.), foram
selecionados dois derivados o LASSBio 1588 e LASSBio 1738, estes possuiram
efeito sobre o curso da infeccdo da orelha e ndo alteraram enzimas hepaticas,
creatinina e ureia. O grupo tratado com o LASSBio 1738, apresentou aumento do
tamanho do baco, podendo ser um indicativo de substancia imunoestimulatéria ou

de toxicidade.
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6 CONCLUSOES

No estudo da atividade leishmanicida de derivados da Combretastatina A-4,

pode-se concluir que:

Os derivados da CA-4 ndo foram toxicos na concentracéo de 0,01 pM,;

Os derivados LASSBIio 1592, 1714, 1735, 1738, 1739, 1740, 1741, 1742 e
1744 apresentam elevada atividade leishmanicida contra formas
promastigotas de L. braziliensis;

Os derivados LASSBio 1589 e LASSBio 1738 apresentam atividade
leishmanicida contra formas promastigotas de L. amazonensis;

Os derivados LASSBio 1586, 1587, 1588, 1590, 1591 e 1592 apresentam
elevada atividade leishmanicida contra formas promastigotas de L. chagasi;
Os derivados LASSBIio 1588 e LASSBIio 1738 possuem efeito sobre o curso
da infecg&o da orelha in vivo com L. amazonensis na dose de 30 pmol/kg/dia
x 28 dias (i.p.), sem alterar enzimas hepéticas, creatinina e ureia. Porém, o
derivado LASSBIo 1738 alterou o tamanho do bago de forma estatisticamente
significante, podendo ser um indicativo de substancia imunoestimulatéria ou

de toxicidade.
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ANEXO A - Certid&o de aprovacao do projeto pelo Comité de Etica - UFAL

e ————

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceid - AL, 0240972011

Senhor (a) Pesquisador (a), Magna Suzana Alexandre Morcira
Morgana Vital de Araijo

O Comité de Frica em Pesquisa (CEP), em 12/08/2010 ¢ com base no parccer
emitido pelo (a) relator (a) do processo n® 003570/2011-63 sob o titwlo Estudo da
atividade leishmanicida de uma série de derivados da cambretastatina A4: Uma
proposta para novas estrategias no tratatamento da lcishmaniose, vem por meio deste
instrumento comunicar a aprovagio do processo supra citado, com base no item VIIL13, b,
da Resolugio n® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res, CNS 196796, item V.4).

f: papel do(a) pesquisador(a) asscgurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) ¢ enviar notificagiio &0
CEP e 4 Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA - junte com scu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser meodificada e sua
justificativa. Em caso de projeto do Grupo | ou IT apresentados anteriormente & ANVISA,
ofa) pesquisadon(a) ou patrocinador(z) deve envid-los & mesma junfo com O parcoer
aprovatdrio do CEP, para screm incluidas 20 protocolo inicial (Res. 251/97, item IV, 2.¢).

Relatérios parciais ¢ finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com o5
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo ¢ na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de csclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposicio dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos ¢
exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas,

Esta aprovagio niio ¢ vélida para subprojetos oriundos do protocola’de pesquisa
acima referido, , e

g
(*) Avces temiticas especiais e [
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