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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) categoriza a leishmaniose como
doenca tropical negligenciada. Estima-se que anualmente ocorram cerca de 1,3
milhdes de novos casos, colocando aproximadamente 310 milhdes de pessoas
em risco. A terapia atual para leishmaniose causa varios efeitos colaterais e
gera cepas resistentes a medicamentos. Portanto, € urgente e essencial a
triagem de novos compostos visando o desenvolvimento de novas terapias.
Essa situacdo estimulou a busca por tratamentos alternativos, como o uso de
metalocomplexos. Os metalocomplexos sdo compostos que contém um nucleo
metélico capaz de coordenar-se a ligantes organicos, potencializando assim
sua atividade. Em comparacdo com farmacos convencionais baseados em
compostos organicos, os metais de transicdo apresentam vantagens, pois
oferecem diversas possibilidades de coordenacédo e geometria com o ligante,
que € o farmaco, assim como com as moléculas biologicas. Os
metalocomplexos surgem como uma alternativa promissora na terapia
antiparasitaria, pois jaA se mostraram ativos contra Leishmania spp.,
Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi. Neste sentido, nosso projeto visa
analisar os efeitos in vitro do metalocomplexo ZnBS no tratamento contra
promastigota de L. amazonensis. Os parasitos foram tratados com o composto
ZnBS em concentracdes de 1, 10, 40, 60, 80 uM e seu crescimento foi
quantificado apds o tratamento. O composto apresentou um valor de ICsy de
1.2; 1.8; 1.3; 0.98; 1.7 uM, para os tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de
tratamento. Analise ultraestrutural dos parasitos apds o tratamento com o
composto mostrou alteracdes no reticulo endoplasmatico, como a condensacao
do DNA indicativa de apoptose e a presenca de corpos apoptoticos. Além
disso, o composto ndo apresentou toxicidade significativa sobre as células
LLC-MK2. O composto ZnBS foi ativo contra promastigota de L. amazonensis
apresentando valores de ICso na faixa micromolar e ocasionando apoptose.
Esses resultados podem abrir uma porta de acesso a inovacao, pois o efeito do
composto metalocomplexo em L. amazonensis pode destaca-lo como opc¢éo de
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da Leishmaniose
cutanea.

Palavras chaves: Metalocomplexo, Leishmaniose, Leishmania amazonensis
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ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) categorizes leishmaniasis as a
neglected tropical disease. It is estimated that approximately 1.3 million new
cases occur annually, putting around 310 million people at risk. The current
therapy for leishmaniasis causes several side effects and generates drug-
resistant strains. Therefore, screening for new compounds aiming at the
development of new therapies is urgent and essential. This situation has
stimulated the search for alternative treatments, such as the use of metal
complexes. Metallocomplex are compounds that contain a metallic core capable
of coordinating with organic ligands, thus enhancing their activity. Compared to
conventional drugs based on organic compounds, transition metals offer
advantages as they provide various coordination possibilities and geometries
with the ligand, which is the drug, as well as with biological molecules.
Metallocomplex emerge as a promising alternative in antiparasitic therapy, as
they have already shown activity against Leishmania spp., Toxoplasma gondii,
and Trypanosoma cruzi. In this regard, our project aims to analyze the in vitro
effects of the metal complex in the treatment against L. amazonensis
promastigotes. The parasites were treated with the compound ZnBS at
concentrations of 1, 10, 40, 60, 80 uM, and their growth was quantified after
treatment. The compound showed an IC50 value of 1.2; 1.8; 1.3; 0.98; 1.7 uM
for treatment times of 24, 48, 72, 96, and 120 hours. Ultrastructural analysis of
the parasites after treatment with the compound showed alterations in the
endoplasmic reticulum, such as DNA condensation indicative of apoptosis and
the presence of apoptotic bodies. Furthermore, the compound showed no
significant toxicity on LLC- MK2 cells. The ZnBS compound was active against
L. amazonensis promastigotes, showing IC50 values in the micromolar range
and causing apoptosis via the endoplasmic reticulum. These results may open
a door to innovation, as the effect of the metallocomplex compound on L.
amazonensis may highlight it as an option for the development of new drugs for

the treatment of cutaneous leishmaniasis.

Keywords: Metallocomplex, Leishmaniasis, Leishmania amazonensis
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1-  INTRODUGAO

A leishmaniose abrange uma gama de enfermidades desencadeadas
pela infestacdo de protozoarios do género Leishmania, capazes de
comprometer 6rgaos internos, pele e mucosas (DESJEUX, 2004). Esta doenca,
transmitida por vetores, representa uma ameaca para cerca de 350 milhdes de
individuos globalmente, principalmente em &reas tropicais e subtropicais,
levando a 20.000-30.000 mortes anualmente (WHO, 2021). Mais de 90% dos
novos casos de leishmaniose sao registrados no Brasil, Bolivia, Afeganistao,
Colémbia, india, Peru (OPAS, 2020). A leishmaniose se apresenta em duas
formas principais: a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose cutanea (LC),
também conhecida como leishmaniose tegumentar (LT). A forma cutanea é a
manifestacdo mais comum da doenca, abrangendo mais de 90% dos casos
(KLATT et al., 2012).

Estratégias eficazes de diagnostico e tratamento podem desempenhar
um papel crucial na reducédo da prevaléncia da doenca (ALVAR et al., 2006).
Apesar de suas limitacdes, a quimioterapia permanece como a principal
abordagem de controle para todas as formas clinicas de leishmaniose (OMS,
2021). Embora os antimoniais pentavalentes, como o0 antimoniato de
meglumina (Glucantime) e o estibogluconato de sddio (Pentostam),
apresentem diversas limitacbes e efeitos colaterais, esses agentes
farmacoldgicos sdo considerados a terapia de primeira linha.

O extenso uso de antimoniais tem contribuido para a selecdo de
parasitas com mecanismos de resisténcia a esses compostos. Como
alternativa outros farmacos sdo empregados no tratamento da leishmaniose.
Entre os principais estdo a anfotericina B e a pentamidina (CHAPPUIS et al.,
2007). Entretanto, esses farmacos apresentam algumas limitagbes, como
toxicidade, efeitos adversos, tratamento prolongado e elevado custo beneficio
(KEDZIERSKI et al., 2009; SUNDAR et al., 2012).

Os metalocomplexos surgem como uma alternativa promissora nas
terapias antiparasitarias (MOREIRA et al., 2021). Nesse contexto, o presente
estudo analisou o efeito do composto metalocomplexo de Zinco e o ligante BS
(ZnBS) em promastigota de L. amazonensis, com o0 intuito de investigar sua
viabilidade para o desenvolvimento de novas terapias quimioterapicas contra a

Leishmania.



1.1. Leishmaniose

Leishmanioses sdo antropozoonoses infecto-parasitarias com
prevaléncia em areas tropicais e subtropicais, apresentando diferentes
manifestagbes clinicas (BRASIL, 2021). Consideradas endemias, essas
doencas estdo entre as chamadas doencas tropicais negligenciadas, afetando
especialmente grupos populacionais vulneraveis com limitado acesso aos
servicos de saude (OPAS, 2020). Sado doencas transmitidas por vetores
flebotomineos infectados (CONITEC, 2018). Estes vetores correspondem as
fémeas de mosquitos hemat6fagos, denominados flebotomineos, pertencentes
a ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género
Lutzomyia. Popularmente conhecidos como mosquito-palha (PELISSARI et al.,
2011), desempenham um papel crucial na transmisséo da doenca.

No contexto da leishmaniose cutanea, a espécie L. braziliensis é
identificada como o principal agente etiolégico da doenca no Brasil. A infeccao
por este parasito pode desencadear uma variedade de manifestacdes clinicas,
que vao desde quadros benignos com resolucdo espontanea até lesdes
desfigurantes associadas a uma consideravel morbidade (LESTINOVA et al.,
2017). Na América Latina, a infeccdo ocasionada pela espécie L. amazonensis
estd associada a manifestacéo clinica localizada da leishmaniose cutanea, que
se caracteriza pela presenca de papulas que se transformam em Ulceras com
bordas elevadas. Esta apresentacao clinica é reconhecida como a forma mais
comum da doenca, denominada leishmaniose cutanea localizada (FARIAS et
al., 2021).

1.1.1. Epidemiologia

Atualmente, uma populacéo superior a 1 bilhdo de individuos reside em
regibes endémicas da leishmaniose, sujeita ao risco de infeccdo. Estima-se
anualmente a ocorréncia de mais de 1 milhdo de novos casos de Leishmaniose
Cutanea (LC), sendo esta enfermidade reconhecida pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) como uma das endemias de prioridade em escala global
(Figura 1). As ocorréncias de leishmanioses vém se espalhando pelo Brasil. A

Leishmaniose tegumentar foi detectada em 19 estados na década de 1980. No
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entanto, em 2018, foram registrados casos autdctones em todos os estados
brasileiros (OMS, 2018). Isso significa que a doenca est4d se espalhando
rapidamente, possivelmente devido as interferéncias humanas nos
ecossistemas.

Desde entdo, a doenca tem sido relatada em diversos estados do pais,
exibindo alteracGes significativas no seu padrao de transmissdo. Inicialmente,
era mais prevalente em ambientes rurais e, mais recentemente, tem se
manifestado também em centros urbanos (WERNECK et al., 2011). Em média,
aproximadamente 53 casos de leishmaniose cutanea foram confirmados nos
municipios do Rio de Janeiro, Vassouras, Sdo José do Vale do Rio Preto,
Teresépolis, Paraiba do Sul, Angra dos Reis e Itaperuna, conforme relatado no
Boletim Epidemiolégico do RJ (2021). A leishmaniose cutanea afeta todas as
faixas etarias, com uma incidéncia mais significativa em jovens e adultos,
resultando na maior confirmagé@o de casos clinicos nos municipios do Estado
do Rio de Janeiro (SINNANET, 2019).

=
Y ri y World Health
$'® ¥ Organization

-

Number of new CL cases reported, 2018

Figura 1 — Mapa da distribui¢cdo de incidéncia de Leishmaniose Cutanea (LC) em escala
global no ano de 2018, conforme dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS),

destacando o Brasil com mais de > 5 mil casos registrados somente neste periodo.

1.1.2. Formas clinicas da Leishmaniose

As leishmanioses apresentam uma classificagdo clinica distinta,
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dividindo-se em duas categorias principais: a leishmaniose tegumentar (LT),
abrangendo a forma cutanea, muco-cutdnea e cutaneo-difusa, e a
leishmaniose visceral (LV) (KANE & MOSSER, 2000).

A Leishmaniose cutanea (LC) € identificada pela presenca de leséo
caracteristica no local de inoculacdo pelo vetor (ASHFORD, 2000). A LC
apresenta manifestacdes clinicas que varia de Ulceras na pele com bordas
elevadas e um centro necrético (GILL e BEECHING, 2009). A morbidade
decorrente da leishmaniose cutanea (LC) é de consideravel relevancia devido
as lesdes desfigurativas que tém potencial para induzir a exclusdo social dos
individuos afetados por essa doenca (KASSI et al., 2008).

A Leishmaniose muco-cutanea (LMC) se distingue pela manifestacao de
Ulceras nas regides nasal, oral e faringea, frequentemente acompanhadas de
obstrucdo ou sangramento nasal (LESSA et al.,2007). Além disso, alguns
casos clinicos observa-se uma evolu¢do para quadros lesdes desfigurantes.
Por outro lado, a leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) com forma anérgica e nao
ulcerativa da leishmaniose tegumentar (LT). Esta condicdo é marcada pela
presenca de lesdes disseminadas em diversas areas do corpo, podendo evoluir
para um estado crénico que resulta em debilitacdo do individuo (VIEIRA
GONGALVES et al., 2008).

Leishmaniose Visceral (LV) tem inicio com a apresentacdo de sintomas
como perda de apetite, febre alta persistente, anemia, hemorragias e inchaco
de 6rgaos como figado e baco (WILHELM, 2019). A desregulacdo do apetite
pode levar o paciente a quadros de desnutricdo grave, e a evolucdo da doenca
pode ser rapida, resultando em o6bito em um curto periodo. Os pacientes
podem manifestar uma forma crénica da doenca, com duragdo ao longo de

anos, ou uma forma aguda que é rapida e fatal (THALHOFER, 2010).

1.1.3. Ciclo Bioldgico

O ciclo de vida da Leishmania (figura 2) inicia-se quando uma fémea de
flebotomineo, durante seu repasto sanguineo, inocula formas promastigotas
juntamente com sua saliva no hospedeiro vertebrado. Esses parasitos sao
fagocitados por macrofagos residentes ou neutréfilos recrutados devido a

resposta ao repasto sanguineo ocasionado pelo inseto. Dentro do
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fagolisossomo, ocorre a transformacdo de formas promastigotas em
amastigotas. As amastigotas se reproduzem por divisdo binaria até que a
célula infectada sofra lise, liberando mais parasitos para infectar outras células
fagociticas (TEIXEIRA et al., 2013). Quando outro inseto vetor se alimenta do
hospedeiro infectado, suga macréfagos no sangue contendo os protozoarios e
se estabelecem no intestino do inseto. L4, passam por uma nova diferenciagéo,
transformando-se em formas promastigotas chamadas prociclicas, que tém
menor capacidade de infectar. Posteriormente, essas formas prociclicas se
convertem em promastigotas metaciclicas altamente infectantes, migrando
para o probdscide do inseto. Durante um novo repasto, essas formas
contaminam outro hospedeiro vertebrado, encerrando assim o ciclo (MUSKUS
& MARIN VILLA, 2002).

Flebotomineo ingere sangue de
um individuo saudével

(injetando com sua saliva 0 No organismo os
0 protozodrios na forma de p tigota) promastigotas 30
Promastigotas dividem- fagocitados por

$¢ 0o intestino ¢

macréfagos
migram para a faringe
do inseto "
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o B

Promastigotas se
transformam em
amastigotas dentro de

macrélagos A
A ‘- 35 3¢ 1r. 1 cm
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-
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A' Fase de diagnostico

Figura 2 — Ciclo de vida de Leishmania spp. Fases do ciclo segundo a humeracéo acima: 1 -
infeccdo do hospedeiro vertebrado por formas promastigotas do parasita durante o repasto
sanguineo; 2 - fagocitose de formas promastigotas por macréfagos; 3 - transformacéo de
promastigotas em amastigotas e multiplicacdo; 4 - rompimento do macrofago e liberagdo de
amastigotas; 5 - ingestao de células infectadas pelo inseto vetor; 6 - lise de células infectadas
durante digestdo; 7 - transformacdo de amastigotas em promastigotas; 8 - multiplicacdes de
promastigotas.



2.1. Ultraestrutura da forma promastigota de L. amazonensis

As promastigotas, conforme ilustrado na (Figura 3), sdo células
extracelulares de morfologia alongada e livre, cujas dimensdes variam entre 14
e 20 ym de comprimento e 1,5 a 4 um de largura. Elas exibem uma
extremidade anterior ligeiramente arredondada, da qual se origina o flagelo,
essencial para a motilidade e a fixacdo no epitélio intestinal do inseto vetor,
assim como nas células do sistema fagocitico mononuclear (TEIXEIRA et al.,
2013). O nucleo esta posicionado no terco médio da célula, enquanto o
cinetoplasto encontra-se anterior ao nucleo, proximo a bolsa flagelar. Além das
organelas tipicas das células eucaritticas, como reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi, mitocondrias e citoesqueleto, as promastigotas também
apresentam estruturas exclusivas da familia Trypanosomatidae, como
cinetoplasto, estrutura paraflagelar, glicossomo e microtubulos subpeculiares
(REY, 2008).
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Figura 3 — Morfologia geral da forma promastigota de Leishmania amazonensis. (A)
Representacdo esquemdtica. (B) Varias das estruturas representadas em (A) estdo
assinaladas: N - nucleo, c - cinetoplasto, b — bolsa flagelar, m - mitocondria. (C) Ampliagédo de
uma promastigota de Leishmania, mostrando perfis de RE (setas) nas aproximidades do nucleo
e da membrana plasmética. Observe a presenca de poros nucleares bem definidos (ponta

seta). (Retirado de Pimenta and De Souza et al., 1985).

2.2. Mecanismos de Morte Celular

Uma das formas mais estudadas de morte celular é a apoptose, um
processo identificado e nomeado por Jonh Kerr e pesquisadores no ano de
1972. O termo apoptose, derivado do grego para "queda", sugere uma queda
controlada, semelhante a queda de pétalas de flores ou folhas de arvores
(FUCHS; STELLER, 2015). As células apoptéticas sao distintas por
apresentarem uma série de alteracdes morfologicas caracteristicas. Estas
incluem o arredondamento celular, redu¢do do volume celular, fragmentacéo

nuclear, condensacdo da cromatina, além da presenca de vesiculas liberadas



na superficie da membrana plasmatica, conhecidas como (“Blebbs”) (ROACH e
CLARKE, 2000). A apoptose € um processo de morte celular programada
(Figura 4) que impede o comeco da via inflamatdria, o que confere vantagens a
todos os organismos (KANDUC et al., 2012). Este mecanismo desempenha um
papel crucial no desenvolvimento normal dos tecidos, na patogénese de
diversas doencgas infecciosas, bem como na eliminacdo seletiva de células
prejudiciais e desnecessérias do sistema corporal (DANIALL e KORSMEYER,
2004).
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Figura 4 — Morte celular por apoptose e necrose. Na apoptose € possivel identificar a
condensacgdo da cromatina e a formagéo de corpos apoptoticos. Por outro lado, na necrose
observa-se a ruptura da membrana plasmatica, das organelas e o nucleo. (Retirado de Steller,
2015).

O mecanismo de morte celular por necrose se distingue da apoptose por
ser um tipo de morte celular considerada acidental, desprovida de controle
genético. A necrose ocorre em resposta a danos fisicos, como altas
temperaturas e radiagdo, bem como a exposicdo a danos quimicos no
ambiente celular, como quimioterapicos, drogas ilicitas, podendo também ser
acidental (VANDEN BERGHE et al., 2013). As ceélulas submetidas a necrose
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exibem alteracdes morfolégicas que incluem inchaco do volume celular, ruptura
extensa da membrana e organelas, formacdo de vacuolos citoplasméticos,
perda de integridade da membrana (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Este
processo de morte celular ndo programada resulta em inflamacao localizada.
Diante disso, as variedades de morte celular previamente mencionada, € mais
vantajoso que 0s agentes quimioterapicos atuem através de processos

apoptoticos, visando a reducéo do impacto.
2.3. Tratamentos para manifestacao clinica da Leishmaniose

Os medicamentos empregados no tratamento das leishmanioses séo
categorizados em duas classes: farmacos de primeira linha e de segunda linha.
Entre os farmacos de primeira linha, destacam-se 0s antimoniais
pentavalentes, como o0 antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o
estibogluconato de sédio (Pentostan®), os quais foram desenvolvidos ha mais
de seis décadas (SHYAM et al., 2015).Esses medicamentos sao reconhecidos
por seus efeitos adversos, incluindo nauseas,colicas abdominais, diarreia,
erupgbes cutaneas, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade. Além disso, a
administracao por via parenteral (intravenosa - IV ou intramuscular - IM) requer
gue os pacientes se desloquem a uma unidade de saude para receber as
injecdes, 0 que muitas vezes resulta em casos de abandono ou interrupcdo do
tratamento (LIMA et al., 2007).
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‘\r NH HO iy OH

Figura 5 — Estrutura quimica dos compostos Pentamidina (A) e Anfotericina b (B).

(Retirado de BERNE et al., 2015).

MH

Dentre os agentes quimioterapicos empregados como tratamento de
segunda linha para a leishmaniose, a pentamidina (Figura 5 A) é comumente

utilizada em casos de leishmaniose cutanea (BHANDARI et al., 2012). No



entanto, este farmaco estd associado a efeitos tOxicos em uma proporcéo
significativa, afetando entre 30% a 50% dos pacientes tratados. Estes efeitos
adversos incluem complicacées graves como diabetes mellitus, hipoglicemia,
miocardite e toxicidade renal, o que impde limitacbes ao seu uso clinico
(CROFT e OLLIARIO, 2011). A anfotericina B (Figura 5 B) € administrada por
via endovenosa, sendo seu uso limitado devido a sua toxicidade, apresentando
efeitos como trombocitopenia, anorexia, anemia, dor muscular, febre, tremor,
calafrio, disfungcéao renal, entre outros (BERN et al., 2006).Nesse contexto, a
Leishmaniose foi descrita como um grande problema de saude publica, até o
momento ndo existe um tratamento satisfatorio (WIZEMAN et al., 2008)
Portanto, € necessario desenvolver novos compostos ou combinacdes

guimioterapicas mais seguras, eficazes e acessiveis com baixo custo.

2.4. Compostos Metalocomplexos

Os metalocomplexos sdo compostos com metais de transicao,
coordenados com o ligante que podem ter efeito contra parasitos (farmacos), e
devido a isso apresentam possibilidades de coordenacdo com diferentes
geometrias (VAN e SADLER, 2009). Esta coordenagao permite interagir com o
alvo molecular especifico, principalmente com moléculas biologicas (FRICKER,
2007) permitindo o aumento da lipofilicidade (AHMAD et al.,, 2006;
BRUIIJNINCX & SADLER, 2008). Além disso, estas coordenacbes podem
alterar as caracteristicas dos compostos utilizados, revertendo perfis de
resisténcia da célula-alvo ao composto utilizado. Com isso, alguns efeitos
colaterais gerados pelos compostos ndo coordenados podem ser reduzidos
apos a adicao de um metal. Em alguns casos ha sinergismo entre o metal e o
ligante, levando a diminuicdo das concentracdes necessarias para obter a acao
bioldgica desejada (MENDES et al., 2005; PEREZ- Rebolledo et al., 2005).

Os metais podem aumentar a lipofilicidade do farmaco, facilitando a
difusdo através das membranas biol6gicas (BRUIJNINCXB & SADLER, 2010).
Além disso, elementos metalicos desempenham papéis essenciais em
processos bioldgicos (FERNANDES, et al.,, 2010). A compreensao da vasta
gama de atividades exercidas por elementos inorganicos tem impulsionado

significativamente o progresso na pesquisa e no desenvolvimento de farmacos
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que se baseiam em metais (MALDONADO et al., 2022). Os metalocomplexos
surgem como uma alternativa promissora na investigacdo de novos agentes
guimioterapicos com atividade antiparasitaria. Estudos in vitro conduzidos com
L. amazonensis avaliaram a eficacia do composto de cobalto (Il), revelando-se
uma substancia promissora para o desenvolvimento de futuros medicamentos
anti-Leishmania (ROCHA et al., 2023).

Os compostos metalicos desempenham um papel crucial no avango da
farmacologia, devido a sua utilidade em diversas areas. Pesquisas sugerem
que a coordenacdo de compostos com metais pode ser eficaz como agentes
antiparasitarios (ROCHA et al., 2023). Um estudo especifico testou 0 composto
Zn(Il) para avaliar sua eficacia na inibicdo do crescimento de T. gondii apés 24
e 48 horas, resultando em um baixo indice de infeccdo (CARDOSO et al.,
2022). Devido a novidade molecular deste composto, ha poucos trabalhos na
literatura que abordem sua aplicabilidade no desenvolvimento de novas
guimioterapias contra parasitas, especialmente Leishmania amazonensis. Por
isso, escolhemos este complexo de zinco para investigar seu efeito e

responder nossas hipoteses.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar os efeitos in vitro do metalocomplexo ZnBS no tratamento contra
promastigota de Leishmania amazonensis;

2.2. Objetivos especificos

° Avaliar o crescimento da populacdo de formas promastigota de L.
amazonensis apos tratamento com metalocomplexo;

° Analisar as alteragbes na ultraestrutura de formas promastigota de L.
amazonensis tratados com metalocomplexo utilizando microscopia eletrénica
de transmissao;

° Analisar o efeito do composto na morfologia do parasito, utilizando
marcadores fluorescentes especificos atraves de microscopia de fluorescéncia;

° Avaliar o tipo de morte celular do parasito, causado pelo composto.
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3. MATERIAIS E METODOS.

3.1. Metalocomplexo

O composto utilizado na pesquisa foi sintetizado no departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob a supervisao
dos professores Adolfo Horn Junior e Christiane Fernandes. Este composto,
denominado ZnBS, possui um nudcleo de Zinco e o ligante organico Cumarina.
O ZnBS foi diluido em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma®),
com adicdo direta ao meio de cultura. Os estoques foram mantidos em

concentracédo de 10 mM e armazenados a -22 °C.

3.2. Manutencao das promastigotas in vitro

As formas promastigotas de L. amazonensis (cepa Josefa) foram obtidas
por meio da diferenciacdo de amastigotas isoladas de lesdes de camundongos
Balb/C (aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais da UENF
(protocolo 486). Essas formas foram cultivadas em meio (DMEM) (Sigma®),
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco-Thermo Fisher
Scientific), 20 pyg/mL de hemina e 10 pug/mL de acido folico(Sigma®). As
passagens foram realizadas adicionando 5% do volume de in6culo em frascos
de cultura de 25cm3, os quais foram mantidos a 28°C. Os parasitos passaram
por um total de seis passagens, com passagens semanais, garantindo assim a

manutengao da viruléncia ao longo do experimento.

3.3. Manutencao de células LLC-MK;

As células epiteliais LLC-MK2 (ATCC® CCL-7™,  Rockville, MD, EUA)
provenientes do rim de macaco Rhesus (Macaca mulatta) foram cultivadas em
frascos de cultura de células de 25 cmz?, utilizando meio DMEM (Sigma Aldrich,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). O cultivo foi mantido
a 37°C sob uma atmosfera contendo 5% de diéxido de carbono (CO2). A cada
48 horas ou apdés a formacdo de monocamadas confluentes, as culturas
passaram por tratamento com solucéo de tripsina/EDTA (Sigma Aldrich, EUA)
para obtencéo de subculturas.

3.4. Ensaio de viabilidade celular
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As células LLC-MK2, cultivadas por 24 horas em placas de 96 pocos,
foram tratadas por 48 horas com diferentes concentra¢cées do composto ZnBS:
100, 200, 300, 400 e 500 pmol/L. Para o controle negativo, as células foram
cultivadas com DMEM suplementado sem adicdo do composto. Como controle
positivo, as células foram tratadas com Triton X-100 a 10% em DMEM.

ApOs 48 horas, uma solugdo de MTT (5 mg/mL em PBS) foi adicionada a
todos os pocgos e incubada por 4 horas a 37°C. Posteriormente, a solugcao foi
removida e o solvente MTT (DMSO em isopropanol na proporcdo de 1:1) foi
adicionado aos pocos. A placa foi coberta com papel aluminio e agitada por 15
minutos. A leitura da absorbéancia foi realizada a 570 nm utilizando um leitor de
microplacas VersaMax- (Molecular Devices)usando o software 6.0 SoftMax

Pro.Os dados foram plotados usando o software GraphPad Prism 5.0.

3.5 Ensaios antiproliferativo com promastigotas (antileishmania)

O composto ZnBS foi diluido em DMEM para alcancar uma
concentracdo de estoque 10 mM e armazenado a -22°C. ApGs um periodo de
24 horas de cultivo, 0 ZnBS em diferentes concentracdes: 1; 10; 40; 60 e 80 uM
foi adicionado diretamente ao meio de cultura contendo 1 x 105 de parasito .
No grupo controle, o0 ZnBS néo foi adicionado.

Os parasitos foram cultivados na presenca do composto ZnBS por até
120 horas de tratamento. A cada intervalo de 24 horas, aliquotas de 10 pL
foram retiradas e adicionadas a uma solucao de formaldeido a 4% em PBS
(solugéo salina tamponada com fosfato 0,01M/pH 7.1) para quantificagdo em
camara de Neubauer, utilizando um microscoépio de luz com contraste de fase.

Para determinar o ICsp, a porcentagem de inibicdo do crescimento foi
plotada em funcdo da concentracdo do ZnBS, e os valores foram ajustados por
meio de andlise de curva nao linear. A andlise de regressdo foi realizada

utilizando o programa Sigma Plot 8.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, USA).

3.6 Microscopia eletrénica de transmisséao

Com o intuito de investigar a ultraestrutura dos parasitos em resposta a
presenca e auséncia do composto em diferentes concentragdes, realizamos
experimentos de microscopia eletrénica de transmissédo com diferentes tempos

de interacdo. Inicialmente, as amostras foram fixadas em uma solucdo
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contendo glutaraldeido a 2,5%, paraformoaldeido 4%, tampao cacodilato de
sédio 0,1 M, pH 7,4, por 1 hora. Apoés a fixagdo, os parasitos foram submetidos
a duas lavagens com tampao cacodilato de sodio 0,1 M, cada uma com
duracdo de 10 minutos. A pos- fixacdo foi realizada em uma solucdo de
tetroxido de 6smio (OsO4) em ambiente protegido da luz, por 1 hora. Em
seguida, os parasitos foram submetidos a duas lavagens com cacodilato de
sédio 0,1 M, cada uma com duracdo de 10 minutos. Posteriormente, as
amostras foram desidratadas em diferentes concentracdes de acetona (30% a
100%) seguidas de infiltracdo em resina epoxi. O material foi entdo submetido
a um periodo de 48 horas a temperatura de 60°C para polimerizacdo. Secc¢des
ultrafinas das amostras foram obtidas e contrastadas em acetato de uranila e
citrato de chumbo. As amostras foram observadas e imagens foram adquiridas
utilizando um microscopio eletrénico de transmissao JEOL 1400 Plus utilizando

diferentes aumentos.

3.7 Andlise de interferéncia do composto em organelas de L.
amazonensis por microscopia de fluorescéncia

Com o objetivo de analisar o efeito do composto ZnBS em organelas do
parasito,0 mesmo foi tratado com concentragbes de 1uM e 10uM do
composto,por 72, 96 e 120 horas, nos moldes do item 3.5. Posteriormente
incubados com o marcador fluorescente de células vivas. ER-Tracker Green é
um marcador fluorescente de células vivas, altamente seletivas para o reticulo
endoplasmatico (ER). Em frascos para cultivo de células foram adicionados 1 x
10° parasitos em 10 mL de solucdo contendo DMEM e 10% de SFB e apos 24
horas foi adicionado o composto ZnBS em diferentes concentracbes 1 uM
elOuM. Para o ensaio com o corante ER-Tracker foram selecionados as
concentracbes 1 uM, 10 uM e o Controle nos tempos de 72, 96 e 120h. Apés
120 horas de tratamento,1 mL da cultura foi centrifugada em uma mini
centrifuga por 10 min em 1.000 rpm, 0,9 mL do sobrenadante foi removido, os
sedimentos resuspensos, 2,5 pl de ER-Tracker 100 uM foram adicionados, e as
células incubadas por 2 horas a 28°C. Laminas foram preparadas para
observacdo e captura de imagens em microscopio de fluorescéncia Zeiss

Axioplan (Excitacado 490 nm/ Emisséo 546 nm).
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3.8 Anélise de morte celular — Apoptose e Necrose

A morte celular do parasito tratados ou ndo com o composto ZnBS, por
diferentes tempos, foram avaliadas por ensaio de TUNEL TMR red e marcacéo

com Brometo de Etidio.

3.8.1 Deteccdao de fragmentacdo do DNA pelo ensaio TUNEL

A fragmentacdo do DNA do parasito foi avaliada por meio do ensaio
TUNEL, utilizando o kit de detec¢cédo de morte celular in situ, TMR red (Sigma),
conforme as orientagdes do fabricante. As promastigotas de L. amazonensis,
mencionadas no item 3.7.1, foram coletadas apdés 72, 96 e 120 horas de
tratamento. Posteriormente, foi fixado com PBS 1% de paraformaldeido
durante 1 hora e lavadas com PBS. Em seguida, foi adicionado PBS contendo
3% de Triton X-100, e os parasitos foram incubados com 20 uL por eppendorf
contendo uma mistura de 50 puL da enzima e 450 pL da solucdo de marcacdo
por 1 hora a 27°C.

Os parasitos marcados foram analisados por citometria de fluxo, e a
porcentagem de parasitos positivos para TUNEL foi calculada. Parasitos nao

marcados foram utilizados como controle no experimento.

3.8.2 Avaliacao de inducdo de apoptose e necrose secundéaria com a

marcacao de Brometo Etidio

As promastigotas de L. amazonensis, conforme descrito no item 3.7.1,
foram coletados ap6s 72, 96 e 120 horas de tratamento com concentracdes de
1 uM, 10 uM e um grupo controle nao tratado. Posteriormente, as células foram
submetidas a centrifugacdo a 500g por 10 minutos a 4°C, seguidas pela
remocao do sobrenadante, deixando apenas o sedimento. Apos duas lavagens
com PBS e uma nova centrifugacao para formacéo de sedimento, o brometo de
etidio foi adicionado a uma concentragédo de 1 mg/ml em PBS por 5 minutos.

As laminulas foram preparadas e observadas utilizando o microscopio

de fluorescéncia Zeiss Axioplan para analise de campos aleatorios. As células
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foram discriminadas com base na presenca de necrose secundaria, seguindo
0os protocolos estabelecidos por Kosmider et al. (2004). Essa metodologia
possibilitou uma avaliagdo detalhada do estado da morfologia sob diferentes

condicBes de tratamento.

3.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em meédia = desvio padrdo. Cada
experimento foi repetido trés vezes e os dados foram submetidos a analise
estatistica utilizando o teste One-Way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey,
através do software Graphpad Prism 5. A significAncia estatistica foi

considerada quando P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito no crescimento de promastigota de Leishmania amazonensis

Na analise das curvas de crescimento do parasito apds o tratamento
com o composto ZnBS (Figura 6), em concentracdes de 1,10, 40, 60 e 80 uM
ao longo de 24, 48 e 72 horas, observamos um controle significativo do
crescimento a partir das 24 horas de tratamento.Os valores de ICsy para o
composto ZnBS foram calculados como 1.2, 1.8 e 1.3 uM, correspondendo aos
periodos de tratamento de 24,48 e 72 horas, respectivamente.Este resultado
evidéncia a eficicia do ZnBS em controlar o crescimento do parasito dentro do
intervalo de tempo considerado.

Atividade do composto ZnBS no crescimento de
promastigota de L. amazonensis
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Figura 6 — Efeitos antiproliferativos do composto ZnBS em formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. Crescimento dos parasitos apés o tratamento com o ZnBS em
diferentes concentracdes por até 72 horas. *P < 0.05 e **P < 0.01 em relagédo ao controle one-

way ANOVA com pés-teste deTukey.
Apoés o tratamento com o composto ZnBS em diferentes concentracdes
1,10, 40, 60 e 80 pM, durante 96 e 120 horas, notou-se uma significativa

reducd@o no crescimento do parasito, apos 120 horas (Figura 7). Concentracdes
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mais altas do ZnBS mostraram resultados promissores na reducdo do
crescimento do parasito. Os valores de ICsy para o ZnBS foram baixos,
registrando-se 0.98 e 1.7 uM para os tempos de 96 e 120 horas.

Atividade do composto ZnBS no crescimento de
promastigota de L. amazonensis
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Figura 7 — Efeitos antiproliferativos do composto ZnBS em formas promastigotas de
Leishmania amazonensis. Crescimento dos parasitos apés o tratamento com o ZnBS em
diferentes concentragdes por até 120 horas. **P < 0.01 em relagdo ao controle one-way

ANOVA com poés-teste deTukey.
Para avaliar a viabilidade das células LLC-MK2 apds o tratamento com o

composto ZnBS, foi realizado uma analise da quantidade de formazan soluvel,
medida pela absorbancia a 570 nm, a fim de investigar a toxicidade do
composto nas células hospedeiras de mamiferos.

Na andlise da viabilidade das células LLC-MK2 pos-tratamento com o
composto ZnBS (Figura 8), foram testadas concentracdes variando de 100 yM
a 500 yM ao longo de um periodo de 48 horas. Os resultados obtidos indicam
gue o composto ZnBS ndo apresentou toxicidade significativa sobre as células

durante as 48 horas de exposigao.
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Viabilidade Celular - Composto ZnBS
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Figura 8 — Andlise dos efeitos citotoxicos do composto ZnBS no tratamento de células
LLC- MK,. Controle negativo: as células foram cultivadas em meio DMEM com FBS sem
complexo. Controle positivo: as células foram cultivadas com Triton X- 100 a 10% em meio
DMEM. A quantificacdo da absorbancia foi realizada para avaliar a producdo de formazan
solavel pela reducdo celular ap6s o tratamento com diferentes concentracdes do composto

ZnBS. A absorbancia foi registrada a 570 nm.

4.2. Anélise Ultraestrutural

Para elucidar possiveis mecanismos de acdo do metalocomplexo sobre
a Leishmania amazonensis, utilizou-se a andlise ultraestrutural dos parasitos
ap0s o tratamento com o composto ZnBS. Os parasitos nao tratados e
cultivados nas mesmas condigcbes apresentaram morfologia tipica, com
organelas bem preservadas, incluindo ndcleo, cinetoplasto, bolsa flagelar e

reticulo endoplasmatico (Figura 9A).
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Figura 9 — Microscopia eletr6nica de transmissdo de Leishmania amazonensis controle e

tratados com o composto ZnBS por 120 horas. Controle sem tratamento (A), com
tratamento 1uM (B, C e D) e a 10 uM (E, F e G). Nota-se altera¢des no reticulo endoplasmatico
(seta), condensacdo do DNA, indicativa de apoptose (cabeca de seta), presenca de corpos
apoptoticos (*) e sinais de necrose secundaria (SN). Barras: 0,5 um, 1 um. 2 um.

Durante a analise das promastigotas tratadas com o composto ZnBS por
120 horas, na concentragcdo de 1uM, notamos alteragbes em organelas
importantes, como o reticulo endoplasmatico, e a presenca de condensacao de
DNA, sinalizandoo processo de apoptose. O reticul mostrou uma
desorganizagdo anormal (Figura 9B).Além disso, na concentracdo de 10
UM,observou-se a formacdo de corpos apoptoticos e sinais de necrose

secundaria.
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4.3. Interferéncia do ZnBS no reticulo endoplasmético de L.
amazonensis com ER-Tracker por microscopia de fluorescéncia

A fim de observar a interferéncia do composto ZnBS sobre o reticulo
endoplasmatico de L. amazonensis, foram conduzidas andlises utilizando
microscopia de fluorescéncia com o contraste interferencial diferencial (DIC),
apos a exposicdo das células a diferentes concentracdes e duragcbes de
tratamento com o ZnBS (Figuras 10, 11 e 12). Este estudo utilizou o marcador
especifico para o reticulo endoplasmatico o ER-Tracker® (Thermo Fisher),
seguindo as instru¢des do fabricante. O ER-Tracker, devido a sua capacidade
de atravessar livremente as membranas celulares, apresenta seletividade pela
organela analisada, permitindo a marcacdo e subsequente visualizacdo do
reticulo endoplasmatico, cuja emisséo fluorescente se manifesta na cor verde.

Na Figura 10A, representa-se o grupo controle. Na Figura 10C, que
corresponde a concentragdo de 1 pM do ZnBS por 72 horas, observam-se
alteracbes estruturais acompanhadas por uma intensa emissao de
fluorescéncia na faixa verde, sugerindo a possibilidade de estresse no reticulo
endoplasmatico do parasito induzido pelo composto. Na Figura 10E, associada
a concentracao de 10 uM, nota-se uma reducdo na fluorescéncia e uma perda
de marcacao.

Na figura 10C, que corresponde a exposicdo ao composto a uma
concentragédo de 1 pM por 96 horas, séo evidenciadas novamente alteragdes
na estrutura, incluindo inchagco anormal. Por outro lado, no tratamento com 10
UM do composto, em contraste com o periodo de 72 horas, ha uma
intensificacdo no sinal de fluorescéncia marcada pelo ER-Tracker.

A figura 11C, ao empregar uma concentracdo de 1 puM do composto
ZnBS por 120 horas, observa-se uma reducdo na marcacdo do reticulo
endoplasmatico. Em contrapartida, o parasito tratado com 10 uM do composto,
conforme ilustrado na Figura 11E, exibe uma intensa marcacdo do reticulo

endoplasmatico.
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ER-Tracker DIC
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Composto ZnBS 1 uM

Composto ZnBS 10 uM

Figura 10 - Imagens de microscopia fluorescéncia de parasitos tratados com 1 uM e
10uM do composto ZnBS por 72 horas, posteriormente incubados com o marcador
especifico para o reticulo endoplasmatico ER-tracker. A-B controle; C-D concentracéo de
1uM; E e F concentracdo de 10uM.; B, D e F- contraste interferencial diferencial (DIC). Barras:
20 pm.
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ER-Tracker DIC
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Figura 11 — Imagens de microscopia fluorescéncia de parasitos tratados com 1 uM e
10pM do composto ZnBS por 96 horas, posteriormente incubados com o marcador
especifico para o reticulo endoplasmatico ER-tracker. A-B controle; C-D concentragcédo de
1uM; E e F concentragdo de 10uM. B, D e F- contraste interferencial diferencial (DIC). Barras:

20 um.
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Controle

Composto ZnBS 1 uM

Composto ZnBS 10 pM

ER-Track DIC

Figura 12 - Imagens de microscopia fluorescéncia de parasitos tratados com 1 uM e
10uM do composto ZnBS por 120 horas, posteriormente incubados com o marcador
especifico para o reticulo endoplasmatico ER-tracker. A-B controle; C-D concentragédo de
1uM; E e F concentracdo de 10pM. B, D e F- contraste interferencial diferencial (DIC) Barras:
20 um.

4.4. Andlise de morte celular por apoptose e necrose: Utilizacdo do kit

TUNEL in situ e coloracdo com Brometo de Etidio

A anadlise de apoptose, mediante a citometria de fluxo, foi conduzida
para quantificacdo de morte celular apoptotica. Utilizou-se o kit de deteccao de
morte celular in situ, TMR red, empregando ensaios de marcacao terminal de
“nicks” com biotina-dUTP e desoxinucleotidil transferase (TUNEL) para a
deteccdo de apoptose. Observou-se que 0 grupo controle apresentou uma taxa
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apoptotica de 3.5%. Por outro lado, a exposicdo ao composto ZnBS por 72
horas, resultou em taxas significativamente mais elevadas de apoptose,
alcancando 63 e 65.6% para as concentracdes de 1 uM e 10 pM (Figura 13). A
medida que o tempo de exposicdo ao composto ZnBS aumentou para 96
horas, verificou-se que o grupo controle, a taxa de apoptose atingiu 9.4%,
enquanto nas amostras tratadas com o composto ZnBS a 1 pM e 10 pM, as
taxas foram de 38.2 e 86.6%, respectivamente (Figura 14). Ap6s 120 horas de
tratamento, a taxa de apoptose no grupo controle aumentou para 14.5%,
guando submetidas as concentracdes de 1 uM e 10 uM do composto ZnBS,

apresentou 56.7 e 49,7% de apoptose (Figura 15).
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Figura 13 — Detec¢do de morte celular in situ foi realizada por meio do ensaio TUNEL
utilizando citometria de fluxo em células de L. amazonensis, controle e tratados com
ZnBS por 72 horas. Os eventos de histogramas de FL2-Height, que representam o contetdo
de DNA fluorescente vermelho (A), foram analisados. A analise estatistica da porcentagem de
apoptose (B) revelou que a taxa de apoptose no grupo controle foi de 3.5%. Nos grupos
tratados com 1uM e 10uM do composto ZnBS, as taxas de apoptose foram de 63 e 65.6%.
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Figura 14 - Deteccdo de morte celular in situ foi realizada por meio do ensaio TUNEL
utilizando citometria de fluxo em células de L. amazonensis, controle e tratados com
ZnBS por 96 horas. Os eventos de histogramas de FL2-Height, que representam o contetdo
de DNA fluorescente vermelho (A), foram analisados. A analise estatistica da porcentagem de
apoptose (B) revelou que a taxa de apoptose no grupo controle foi de 9.4%. Nos grupos

tratados com 1uM e 10uM do composto ZnBS, as taxas de apoptose foram de 38.2 e 86.6%.
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Figura 15 - Deteccdo de morte celular in situ foi realizada por meio do ensaio TUNEL
utilizando citometria de fluxo em células de L. amazonensis, controle e tratados com
ZnBS por 120 horas. Os eventos de histogramas de FL2-Height, que representam o conteldo
de DNA fluorescente vermelho (A), foram analisados. A analise estatistica da porcentagem de
apoptose (B) revelou que a taxa de apoptose no grupo controle foi de 14.5%. Nos grupos

tratados com 1uM e 10uM do composto ZnBS, as taxas de apoptose foram de 56.7 e 49.7%.

A cultura com L. amazonensis foi tratados com o composto ZnBS (Figura
15), por 72 horas e submetidas a andlise da indugédo de necrose secundaria
pela marcagdo com Brometo de Etidio. Nas figuras A e B, observam-se poucas
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alteracdes na estrutura do parasito, mantendo sua integridade. No entanto, nas
figuras C e D, com a concentracdo de 1uM do composto, observam-se um
notavel inchago nuclear e um aumento do volume citoplasmético. Na imagem
E/F é possivel observar que o tratamento a 10uM induziu estagios que indicam
ser morte celular por apoptose com necrose secundaria, e a permeabilizacéo
da membrana plasmética com a entrada do Brometo de Etidio e fragmentacgéo
nucleares emitindo o sinal de fluorescéncia.

Promastigotas de L. amazonensis tratadas com o composto ZnBS
durante 96 horas (Figura 16) apresentaram alteracbes morfologicas
semelhantes ao tempo de 72 horas. Na imagem C, houve um aumento no
volume citoplasmético, acompanhando pela perda da marcacdo do fluoréforo
de Brometo de Etidio. Por outro lado, na (Figura 16E) observou-se o nucleo
fragmentado.

Apés a andlise das promastigotas tratadas com o composto ZnBS por
um periodo de 120 horas, nas concentracfes de 1uM e 10uM, identificamos
alteracdes morfoldgicas distintas em relacdo ao grupo controle. Enquanto os
parasitos ndo tratados mantiveram a morfologia caracteristica (Figura 17A e
17B), o tratamento com ZnBS na concentracdo de 1uM resultou em inchaco
anormal do nucleo, tanto nas amostras tratadas com 1uM quanto com 10uM
(Figura 17C e 17E). Nas células expostas a concentracdo de 10uM do
composto, foi evidenciada a inducdo clara da morte celular do parasito por
apoptose com necrose secundaria, caracterizada pela fragmentacéo nuclear e

uma intensa emissao de fluorescéncia (Figura 17E).
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Composto ZnBS 10 uM

Brometo-Etidio DIC

Figura 16 — Avaliacdo de inducdo da necrose secundéaria em promastigota de L.
amazonensis ap6s 72 horas de tratamento com o composto ZnBS, usando a marcagao
com Brometo de Etidio. A-B controle; C-D tratamento com 1uM de ZnBS; E-F tratamento com
10 pM do composto ZnBS; B, D e F- contraste interferencial diferencial (DIC) .Nota-se a
presenca de inchago nuclear e aumento do volume citoplasmatico (seta); fragmentacéo nuclear
emitindo sinal de fluorescéncia (*).Barras: 20 pm.
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Composto ZnBS 10 uM

Brometo-Etidio DIC

Figura 17 — Avaliacdo de inducdo da necrose secundéaria em promastigota de L.
amazonensis ap6s 96 horas de tratamento com o composto ZnBS, usando a marcagao
com Brometo de Etidio. A-B controle; C-D tratamento com 1uM de ZnBS; E-F tratamento com
10 pM do composto ZnBS; B,D e F- contraste interferencial diferencial (DIC). Nota-se o
aumento do volume citoplasmético e reducédo da marcacdo do fluoréforo de Brometo de Etidio
(seta); fragmentacao do nucleo (*).Barras: 20 um
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Composto ZnBS 10 uM
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Figura 18 — Avaliacdo de inducdo da necrose secundaria em promastigota de L.
amazonensis ap0s 120 horas de tratamento com o composto ZnBS, usando a marcagao
com Brometo de Etidio. A-B controle; C-D tratamento com 1uM do ZnBS; E-F tratamento com
10 uM do ZnBS; B, D e F - contraste interferencial diferencial (DIC). Nota-se a presenca de
inchaco anormal do nucleo (seta) e aumento do volume citoplasmatico (seta); fragmentacéo do

nucleo e intensa emissao de fluorescéncia (*).Barras: 20 um.
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5. DISCUSSAO

As leishmanioses compreendem um conjunto de doencas tropicais
originadas por protozoarios do género Leishmania. A infeccdo afeta
aproximadamente 12 milh6es de individuos em 88 paises, com a incidéncia
anual de 2,0 a 3,0 milhdes de novos casos (KEDZIERSKI, 2010). Apesar das
numerosas pesquisas realizadas, a terapia de primeira linha continua baseada
em antimoniais pentavalentes, desenvolvidos ha mais de 70 anos, os quais
demonstram toxicidade e provocam diversos efeitos colaterais, resultando em
taxas de cura insatisfatorias. Substancias de segunda escolha, como a
Anfotericina B, sdo ainda mais toxicas, e embora exista uma formulacéo lipidica
menos nociva, seu custo o torna impraticavel para uso regular em paises em
desenvolvimento (MEHEUS et al., 2010). Diante disso, surge uma necessidade
de desenvolvimento de novos quimioterapicos que sejam seguros, acessiveis e
eficazes contra as leishmanioses. Nesse contexto, a busca por novos
compostos terapéuticos é fundamental. O processo de desenvolvimento de
novos compostos quimioterapicos ha desafios, tais como a falta de interesse da
industria farmacéutica, a necessidade de identificar alvos moleculares
relevantes e sua eficAcia como alvo terapéutico, demanda de periodos
prologados de desenvolvimento, necessidade de sintese de compostos inéditos
para garantir a eficacia e a seguranca, ampla diversidade de compostos, e uma
infraestrutura robusta e bem organizada, isso inclui instalacdes de laboratorio,
equipamentos especializados (GIAROLLA & FERREIRA, 2012). Com base na
necessidade de desenvolver e avaliar novas terapias para o tratamento da
leishmaniose cuténea, o presente estudo teve como objetivo analisar o efeito
de um composto metalico sobre as formas promastigotas de L. amazonensis. O
composto em questdo, denominado ZnBS, foi submetido a analise por
microscopia eletrénica de transmisséo, visando elucidar sua influéncia na
ultraestrutura do parasito. Os resultados revelaram o composto ZnBS como
promissor para o desenvolvimento de possiveis compostos anti-Leishmania.

Os compostos metalicos desempenham um papel fundamental no
progresso da farmacologia, devido a utilidade em varias areas. Pesquisas
indicam que a coordenacdo de compostos com metais pode ser benéfica e

eficaz como agentes antiparasitarios (ROCHA et al., 2023). O composto ZnBs
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apresentou resultados interessantes em sua atividade biolégica. Por ser um
composto com molécula inédita, ndo ha muitos trabalhos publicados na
literatura que contenham dados referentes a sua aplicabilidade no
desenvolvimento de novas quimioterapias contra parasitos, especificamente
com Leishmania amazonensis. O composto Zn(ll) foi testado no trabalho que
analisou sua eficacia na inibicdo do crescimento de T.gondii ap0s 24 e 48
horas, chegando ao resultado preliminar que o composto desenvolvou baixo
indice de infeccdo em T. gondii (CARDOSO et al.,2022). Os resultados
encontrados no presente trabalho apds experimentos in vitro, mostraram que o
composto ZnBS apresentou ICsp de 1.2 uM (24h), 1.8 uM (48h), 1.3 pM (72h),
0.98 uM (96h) e 1.7uM (120h), o que podemos observar que é menor que 0S
valores descritos no trabalho de ROCHA et al. (2023), que também analisou
atividade anti- Leishmania in vitro com novos complexos isoméricos de cobalto
(1), apresentando ICso de 4.90 uM (24h), 2.50 puM (48h), 3.80 uM (72h), 3.40
UM (96h). De modo a exceder a capacidade farmacologica do composto
testado, foram feitas andlises dos efeitos citotoxicos do composto em células
LLC-MK;, com até 48 horas de tratamento, com centracdes que variaram de
500 pM a 100 pM. Dessa maneira, os resultados do presente trabalho
mostraram que o composto ZnBS n&o apresentou citotoxicidade significativa as
células hospedeiras LLC-MK;, o que é compativel com os resultados prévios
obtidos usando células hospedeiras LLC-MK2 em composto de ferro dinuclear
(PORTES. et al.,2015).

Para analisar os efeitos do composto na ultraestrutura do parasito,
optamos pela utilizacdo da microscopia eletronica de transmisséo, que viabiliza
a andlise minuciosa de organelas e estruturas celulares. Esse tipo de analise
desempenha um papel fundamental no esclarecimento dos mecanismos de
acdo dos quimioterapicos na ultraestrutura do parasito. Por exemplo, em um
estudo realizado por Trahamane (2015), utilizou a microscopia eletronica de
transmissdo para analisar as alteragbes celulares induzidas pela terapia de
fotodindmica em promastigotas. Os resultados revelaram mudancas
significativas na morfologia mitocondrial, incluindo hipodensidade e
desorganizacao das cristas mitocondriais.

Os efeitos da quimioterapia com metalocomplexo de zinco incluiram uma

variedade de alteragcdes que resultam na morte evidente do parasito, como
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observado através dos danos ultraestruturais induzidos. O tratamento com o
composto ZnBS ocasionou mudangas no reticulo endoplasmético do parasito,
condensacdo do DNA e a presenca de corpos apoptéticos. O padrao de
alteracdes observadas sugere um mecanismo de morte celular por apoptose.
Além disso, Jiménez et al., (2010) descreveram caracteristicas que corroboram
com as mencionadas acima. Parasitos tratados com compostos
quimioterapicos de cobre por 48 horas, na concentracdo de 10 micromolar,
exibiram blebs de membrana, assim como alteracdes no nucleo, cromatina e
vesiculas parecidas com corpos apoptoticos, indicativos de morte por
apoptose.

As modifica¢des na estrutura do reticulo endoplasmatico, induzidas pelo
tratamento com o0 composto ZnBS, foram corroboradas por meio de
experimentos utilizando o marcador fluorescente de células vivas ER-Tracker
Green e avaliadas por microscopia de fluorescéncia. O marcador ER-Tracker
foi concebido com baixa afinidade por outras organelas celulares, conferindo-
Ihe maior seletividade para o reticulo endoplasmatico (WARNES, 2015). A
metodologia utilizando o ER-Tracker permitiu uma analise precisa da
morfologia do reticulo endoplasmatico em células vivas, sem ser influenciada
por outras estruturas celulares.

Com o intuito de verificar se 0 composto ZnBS induziu mecanismos de
morte celular por apoptose, além das caracteristicas observadas na
microscopia de transmissdo, como a presenca de corpos apoptoticos,
marcadores distintivos desse processo, realizamos o teste TUNEL (GEZER &
SARI, 2021). Os resultados confirmaram que o composto utilizado neste estudo
ativou mecanismos de morte celular por apoptose e, consequentemente, levou
a necrose secundaria. Outros estudos sobre Leishmania, como o de Aghaei et
al., (2020), relataram a ocorréncia de varios tipos de morte celular, incluindo
apoptose e necrose. Este fenbmeno também foi observado em L. amazonensis
apos o tratamento com o composto ZnBS, como analisado neste trabalho.

Apbés a realizacdo do teste de morte celular por apoptose utilizando o
teste com o kit TUNEL, procedemos a andlise dos estagios avancados da
apoptose, denominados necrose secundaria (ZIEGLER & GROSCUTH, 2005),
por meio da microscopia de fluorescéncia. A coloragdo das células com

Brometo de Etidio revelou que o composto ZnBS, nas concentragfes de 1uM e
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10uM, induziu um inchaco anormal resultando na coloracdo avermelhada do
ndcleo, indicando a permeabilizacdo necrética da membrana plasmatica e
permitindo a entrada do Brometo de Etidio, conforme descrito no trabalho de
(KROEMER et al., 2005).

Embora o composto de zinco tenha demonstrado eficacia contra
promastigotas de L. amazonensis em experimentos in vitro, ainda ha lacunas
significativas no entendimento dos mecanismos moleculares subjacentes a sua
acado contra o parasito. No entanto, esses resultados suscitam perspectivas
para a investigacdo da eficacia do composto em modelos de infec¢éo in vivo,
além de uma andlise mais aprofundada do mecanismo de acao do ZnBS sobre

0 parasito.

6. CONCLUSOES

A partir de resultados obtidos nos experimentos realizados neste
trabalho e consultas a literatura recente é possivel concluir que os compostos
metalocomplexos de zinco sao ativos contra promastigota de L. amazonensis,
pois:

2 O composto ZnBS foi capaz de controlar o crescimento do parasito na
forma promastigota mantida in vitro.

> Os valores de ICsy para o composto ZnBS foram 1.2, 1.8, 1.3, 0.98, 1.7
MM, para os tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de tratamento;

2 O composto ndo apresentou citotoxicidade a células LLC-MKj;

> O composto ZnBS gerou alteracdbes em organelas do parasito,
apresentando alteracdes no reticulo endoplasmatico. Observou-se também
condensacdo do DNA, indicativa de apoptose e presenca de corpos

apoptoticos. Além disso, sinais de necrose secundaria
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