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INTRODUGAO:

As leishmanioses pertencem a um complexo grupo de doencgas causadas pelos protozoarios
do género Leishmania, que sdo organismos unicelulares e apresentam duas morfologias principais:
promastigota extracelular (presente no inseto vetor) e o amastigota intracelular (presente no
hospedeiro mamifero) (Torres-Guerrero et al., 2017).

Sua transmissao ocorre quando o inseto vetor, que séo fémeas de flebotomineos, regurgitam
a forma promastigota em um hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo. O parasito € entao
fagocitado pelos macréfagos e, no interior do vacuolo parasitéforo, se diferenciam em amastigotas
e se multiplicam até que ocorra a lise celular, logo, os amastigotas livres podem infectar novas
células. Durante o repasto sanguineo, o inseto vetor pode ingerir essas células infectadas ou
parasitos livres e, no seu trato digestivo, os amastigotas se diferenciam em promastigotas
reiniciando o ciclo (Torres-Guerrero et al., 2017).

As leishmanioses podem ser classificadas em leishmaniose cutanea ou visceral, de acordo
com a espécie parasitaria, regido e resposta imune do hospedeiro. No Brasil, as principais espécies
circulantes que causam a leishmaniose cutanea s&o Leishmania amazonensis e Leishmania
braziliensis, e a Unica espécie que causa leishmaniose visceral € a Leishmania infantum (Torres-
Guerrero et al., 2017).

O tratamento das leishmanioses é altamente problematico por se basearem, principalmente,
em farmacos toxicos, de dificil administracdo e caros. Como primeira escolha, os antimoniais
pentavalentes sdo administrados em ambas as formas da leishmaniose por via endovenosa ou
intramuscular e seus principais efeitos colaterais incluem cardiotoxicidade, hepatotoxicidade,

pancreatite, insuficiéncia renal, anemia, leucopenia, trombocitopenia, dor abdominal, nauseas,
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vomitos, distarbios sanguineos e dor no local da injecdo quando administrado via intramuscular
(Alcantara et al., 2018).

Drogas de segunda escolha, como anfotericina B, pentamidina e paramomicina também séo
administradas por via parenteral e causam efeitos adversos graves. Portanto, a pesquisa por
alternativas terapéuticas menos toxicas, mais baratas e com menor potencial de induzir resisténcia
parasitaria € muito importante (Alcantara et al., 2018). Nesse cenario, exploramos a utilizacdo de
complexos metalicos como moléculas com potencial efeito leishmanicida e relatamos aqui os
resultados encontrados. O desenvolvimento do projeto foi feito em parceria com o grupo de
pesquisa da Prof2. Dr2, Camilla Abbehausen, do Instituto de Quimica - UNICAMP, como forma de
colaboragao para descobrir e aprimorar os efeitos anti-Leishmania in vitro de complexos de ouro (1)

sintetizados em seu laboratério.

METODOLOGIA:

Devido a pandemia do COVID-19, todas as atividades foram adaptadas para o modo remoto
e realizados a distancia. Ciclos de seminarios foram ministrados inicialmente para introduzir nogoes
de rotina laboratorial aos alunos do PIBIC, com apresentagbes em PowerPoint sobre limpeza e
esterilizacao, vidrarias, equipamentos e ambientes do laboratério. Também fomos ensinadas sobre
diferentes tipos celulares, meios de cultura e no¢des de cultura celular.

Em parceria com o grupo da Prof2. Camilla Abbehausen, fomos apresentadas as etapas de
sinteses dos compostos e como funciona um laboratério de quimica medicinal, além de nos
apresentarem 0s principais reagentes, equipamentos e vidrarias.

A respeito das avaliacdes in vitro, ensaios de viabilidade celular foram realizados com
promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis para calcular a concentracéo efetiva para 50%
da cultura (EC50) de seis compostos carbenos N-heterociclicos de Au(l) através do teste do MTT.
Esses ensaios foram realizados pela aluna de mestrado Leticia Bazilio Rosa. A partir desse ensaio,
esfregacos foram realizados para fixacdo dos promastigotas em laminas para avaliar alteracdes
morfoldgicas.

Os esfregacos foram obtidos a partir de 10uL da cultura de 5x10° promastigotas incubados
com 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.6 e 0.8uM de cada composto apos 24h. As células foram fixadas em
laminas com metanol e coradas com o kit Instant Prov para quantificacdo das formas morfologicas
(n=150 ceélulas por concentracdo). Fotomicrografias foram obtidas em microscopio 6tico e as
imagens armazenadas em Google Drive foram encaminhadas para analise morfolégica remota, a

partir da qual foi realizada uma tabela com as quantificacfes e caracteriza¢cdes morfolégicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A partir do ensaio de viabilidade celular, foi possivel calcular as EC50 de cada composto

para cada espécie avaliada (Tabela 1). Para a quantificagdo das alterag6es morfologicas, foram
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observadas 5 formas, sendo: fusiforme para promastigotas com morfologia normal, em diviséo,

espermatozoide-like (corpo arredondado), arredondado (corpo arredondado sem flagelo) e

aberrante (outras formas) (Tabelas 2 e 3).

EC50+DP (uM)

Leishmania Leishmania

amazonensis braziliensis
NHC1 25.99 +4.61 27.83+4.22
NHC2 211+1.11 8.30+0.88
NHC3 1.57 +0.41 1.68 £ 0.36
NHC4 1.65+0.16 1.70 +0.42
NHC5 1.96 + 0.66 241 +1.62
NHC6 6.35+3.72 8.14+1.79

Dentre os compostos testados, NHC1 e NHC6
apresentaram 0s maiores valores de EC50, porém,
para avaliacdo da morfologia dos promastigotas, foram
selecionados somente 0S compostos  com
EC50<10uM, ou seja, o NHC1 néo foi utilizado para
guantificac@o das alteracdes morfoldgicas. A diferenca
da atividade dos compostos pode estar relacionada
com sua estrutura molecular, no que NHC1 e NHC6
possuem a mesma estrutura principal, diferenciando

somente os ligantes ClI e DMAP, respectivamente.

Tabela 1. Valores de EC50 obtidos apés
incubacdo dos promastigotas com diferentes
concentracdes dos compostos testados por
24h (média de 3 experimentos independentes
+ desvio padrao).

As alteracBes morfologicas mostradas na Tabela 2 ficaram mais frequentes a partir da

concentracao de 12.5 pM para os compostos NHC(2-5), que apresentaram as menores EC50 para

L. amazonensis (Tabela 1). Na maior concentracdo de 25 uM, 100% das células mostraram

alteragcbes morfolégicas. NHC6, entretanto, alterou somente 71% das células observadas na maior

concentracdo e menos que 85% nas demais concentracdes, refletindo sua menor atividade

leishmanicida observada nos testes de viabilidade celular.
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Espermatozoite-

Fusiforme Em divisédo like Arredondado  Aberrante
Controle 78% 22%
NHC2
0.8 uM 80% 19% 1%
1.6 uM 74% 22% 2% 2%
3.125 uM 85% 14% 1%
6.25 uM 75% 6% 16% 3%
12.5 uM 4% 4% 1% 81%
25 uM 85% 15%
NHC3
0.8 uM 85% 15%

XXIX Congresso de Iniciagao Cientifica da UNICAMP - 2021 3



1.6 pM 81% 17% 2%
3.125 uM 82% 16% 2%

6.25 UM 64% 5% 4% 27%

12.5 uM 10% 5% 85%

25 uM 24% 76%

NHC4

0.8 UM 82% 18%

1.6 pM 90% 8% 1% 1%
3.125 uM 93% 7%

6.25 UM 73% 4% 7% 15% 1%
12.5 uM 3% 2% 11% 80% 4%
25 UM 78% 22%

NHC5

0.8 UM 83% 17%

1.6 pM 81% 19%

3.125 uM 91% 9%

6.25 UM 74% 6% 2% 18%

12.5 uM 4% 3% 5% 88%

25 uM 97% 3%
NHC6

0.8 UM 90% 10%

1.6 uM 89% 9% 2%

3.125 uM 88% 10% 2%

6.25 UM 87% 10% 2% 1%

12.5 uM 90% 6% 1% 1% 2%
25 uM 29% 71%

Tabela 2. Quantificagdo das alteracdes morfolégicas observadas nos promastigotas de L. amazonensis ap6s
24h de incubacdo com diferentes concentracbes dos compostos testados NHC(2-6) (n = 150 promastigotas
por condi¢&o).

A Tabela 3 mostra que a concentragdo de 12.5uM do NHC2 foi o suficiente para alterar 82%
das células de L. amazonensis, mas somente 20% das células de L. braziliensis, refletindo a singela
resisténcia de L. braziliensis no ensaio de viabilidade celular. Na concentracdo de 25uM, 100% e
96% das células apresentaram alteragdes, respectivamente. Porém, o que se observa com NHC4
€ que 69% das células de L. braziliensis se mostraram alteradas na concentracdo de 6.25uM, contra
23% das células de L. amazonensis. Ja o0 NHC6 se mostrou igualmente menos eficiente contra L.

braziliensis, alterando somente 31% das células na maior concentracéo.
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Espermatozoite-

Fusiforme Em divisdo Arredondado Aberrante

like
Controle 96% 4%
NHC2
0.8 uM 98% 2%
1.6 uM 99% 1%
3.125 uM 98% 2%
6.25 UM 94% 6%
12.5 uM 75% 5% 17% 3%
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25 M 4% 89% 7%
NHC3

0.8 uM 97% 3%

1.6 uM 98% 2%

3.125 uM 96% 4%

6.25 uM 92% 2% 3% 1% 2%
12.5 uM 3% 94% 3%
25 uM 100%

NHC4

0.8 uM 95% 5%

1.6 yM 86% 8% 6%

3.125 uM 88% 2% 10%

6.25 uM 31% 62% 7%
12.5 uM 8% 90% 2%
25 uM 3% 94% 3%
NHC5

0.8 uM 98% 2%

1.6 uM 97% 2% 1%

3.125 uM 93% 3% 4%

6.25 uM 87% 13%

12.5 uM 16% 2% 76% 6%
25 uM 100%

NHC6

0.8 uM 97% 3%

1.6 uM 97% 3%

3.125 uM 91% 3% 3% 1% 2%
6.25 uM 96% 4%

12.5 uM 95% 2% 2% 1%
25 uM 67% 2% 30% 1%

Tabela 3. Quantificacéo das alteragdes morfolégicas observadas nos promastigotas de L. braziliensis apés
24h de incubacdo com diferentes concentragbes dos compostos testados NHC(2-6) (n = 150 promastigotas
por condi¢&o).

Essas alteracdes morfolégicas podem estar relacionadas ao tipo de morte celular induzida
pela incubagdo com os compostos testados. Estimulos que induzem a morte celular por apoptose
em Leishmania incluem arredondamento celular, encolhimento celular, aumento da permeabilidade
de membrana sem interferéncia na integridade, modificacbes mitocondriais, condensagédo da
cromatina, fragmentacdo nuclear e fragmentacdo de DNA. A identificagdo de compostos que
induzem a morte celular por apoptose em Leishmania € muito importante, pois proporcionaria a
eliminacdo do parasito sem induzir inflamacdo ou prejudicar o hospedeiro (Basmaciyan &
Casanova, 2019).
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