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“A persisténcia é o menor caminho do éxito”.

Charles Chaplin



11

RESUMO

As Leishmanioses, causadas por diferentes espécies de Leishmania, sdo doencas infecciosas de
grande importancia na Saude Publica. A terapia atualmente utilizada para essas doengas baseia-
se em antimoniais pentavalentes, no entanto, tais farmacos apresentam diversos efeitos colaterais.
Naftoquinonas sdo compostos que estdo presentes em diversas plantas, e sdo bastante estudados
pela sua grande variedade de atividades bioldgicas demonstradas in vitro e in vivo. Dentre as
naftoquinonas, lapachol e seus derivados tém demonstrado acdo Leishmanicida, antitumoral,
tripanocida e outras. Objetivou-se, com este trabalho, avaliar a acdo Leishmanicida in vitro de
cinco naftoquinonas sintéticas derivadas do lapachol in vitro, em formas promastigotas de
leishmania amazonensis, bem como, a sua agdo citotdxica dessas, sobre macrofagos murinos da
Linhagem J774 e macrofagos peritoneais de camundongos. por dois métodos quantitativos
diferentes. Para tal, utilizou-se a contagem direta em camara de Neubawer e o teste de
citotoxicidade através da quantificacdo de moléculas de ATP, por luminescéncia. Alteragdes
ultraestruturais das formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com as naftoquinonas
testadas foram avaliados através da Microscopia eletrdnica de transmissdo. As cinco
naftoquinonas sintéticas demonstraram acdo leishmanicida sendo a naftoquinona 31
(C34H3sN202), a que demonstrou melhor atividade (ICs0=23,37 pug/mL) porém, apresentou alta
toxicidade tanto para macrofagos peritoneais, quanto para macréfagos murinos J774. As
naftoquinonas 15 (C32H32N203) e 16 (C33Hz4N203) apresentaram uma menor acao leishmanicida,
com ICso de 26,64 e 27,15 pg/mL respectivamente porém, mostraram-se menos toxicas para 0s
macrdfagos, obtendo um melhor indice de seletividade. O tratamento com as naftoquinonas
induziu alteragdes morfoldgicas compativeis com a perda de viabilidade e morte celular, tais
como desorganizacdo geral da célula, intumescimento e desorganizagdo da estrutura da
mitocondria e aparecimento de vactolos com perfis de membrana. O presente estudo, concluiu
que 0 método quantitativo de citotoxicidade por luminescéncia foi o mais sensivel, além de
reforcar a maior resisténcia de macrofagos peritoneais, frente as substancias testes em
comparacao as células da linhagem J774. Também concluimos, a necessidade de novos estudos
com essas naftoquinonas sintéticas, devido ao potencial das mesmas como drogas leishmanicidas
pois, apesar da citotoxicidade em macrofagos, as naftoquinonas demonstraram acéao
Leishmanicida importante, possibilitando futuros estudos em formas amastigotas no intuito de se
obter um melhor indice de seletividade.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis; naftoquinonas sintéticas; Lapachol; citotoxicidade;
macrofagos peritoneais
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ABSTRACT

The Leishmaniasis caused by different species of Leishmania are infectious diseases that have
great relevance for public health. The therapy currently used to treat those diseases is based on
pentavalent antimony. However these drugs have presented several side effects.
Naphthoquinones are compounds that can be found in several plants and that have been studied
very much because of their high variety of biological activities demonstrated in vitro and in vivo.
Among those naphthoquinones, lapachol and its derivatives have been presenting leishmanicidal,
antitumor, tripanosomatida and other actions. This study is aimed at evaluating the in vitro
leishmanicidal action of five synthetic naphthoquinones derived from lapachol in vitro on
promastigotes of Leishmania amazonensis as well as evaluating its cytotoxic action on J774
lincage murine macrophages and on mice’s peritoneal macrophages using two different
quantitative methods: direct counting in a Neubawer chamber and cytotoxicity test by counting
ATP molecules by luminescence. Ultrastructured modifications of Leishmania amazonensis
promastigotes treated using the naphthoquinones testadas were evaluated through Transmission
Eletronic Microscopie. The five synthetic naphthoquinones have presented leishmanicidal
action, although the naphthoquinone 31 (C34H35N202), which showed the highest activity
(IC50 = 23.37 mg / ml) but showed high toxicity for both peritoneal macrophacrophages getting
a better selectivity index. Treatment with quinones induced morphological changes consistent
with loss of viability and cell death, such as a general disruption of cell swelling and disruption
of mitochondrial structure and appearance of vacuoles with membrane profiles. This study
concluded that the quantitative method cytotoxicity luminescence was the most sensitive, and
strengthen the greater resistance of peritoneal macrophages in front substances tests compared to
the J774 cell line. We also conclude, the need for further studies with these synthetic
naphthoquinones, due to the same potential as antileishmanial drugs because although the
cytotoxicity in macrophages, the naphthoquinones showed significant leishmanicidal action,
enabling future studies in amastigotes in order to obtain a better index selectivity.

Keywords: Leishmania amazonensis; synthetic naphthoquinones; Lapachol; cytotoxicity;
peritoneal macrophages
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As Leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas, causadas por protozoarios do
género Leishmania, que acometem algumas espécies de mamiferos silvestres, animais
domeésticos e o homem. Sdo doencas vetoriais, transmitidas pela picada de fémeas de
flebotomineos infectadas. Com grande repercussao na saude publica, as Leishmanioses, afetam
mais de 98 paises, acarretando deformacdes severas nos animais, bem como em seres humanos,
além de possuirem alto indice de mortalidade (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010;
GRAMICCIA, 2011).

As formas clinicas da doenca podem ser manifestadas em mamiferos (silvestres e
domésticos) e em humanos, sob diversas formas, sendo a cutanea (lesGes de pele) e a visceral
(afeta Orgdos internos, principalmente baco, figado e medula O6ssea) as mais comuns
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010).

A quimioterapia empregada no tratamento das Leishmanioses € baseada no uso de
antimoniais pentavalentes, tais como, estibogluconato de sddio (Pentostan) e o antimoniato de
N-metil glucamina (Glucantime). Tais farmacos apresentam diversoss efeitos colaterais, além de
ser necessario o acompanhamento médico intensivo dos pacientes em tratamento. Existem ainda,
drogas de segunda linha para o tratamento destas doencas, a Pentamidina e a Anfotericina B
(MONDAL et al., 2010).

O prolongado tempo de terapéutica associado aos efeitos colaterais graves e o surgimento
de cepas resistentes aos farmacos utilizados no tratamento, entre outros fatores, tornam
necessaria a busca de novos compostos para o tratamento destas enfermidades. Além do mais, o
comprometimento da eficacia do tratamento, devido aos casos de imunodepressao causada pela
co-infeccdo com o virus HIV, também sdo fatores que devem ser levados em consideracdo
(RYBNIKER etal., 2010).

As Naftoquinonas sdo moléculas amplamente encontradas na natureza e suas
propriedades farmacoldgicas vém sendo estudada ha décadas. Dentre elas, o lapachol merece
destaque, pois tem se demonstrado como composto capaz de produzir diversos efeitos biolégicos,
tais como atividade antitumoral, antibiética e leishmanicida (TEIXEIRA, et al 2001; SILVA et
al, 2003). O lapachol pode ser encontrado principalmente no cerne de plantas e, em maior
guantidade, nas plantas da familia Bignoneaceas ( SANTANA et al, 1968).

Devido ao potencial das naftoquinonas como agentes Leishmanicidas, além da importante
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das Leishmanioses, com
menos efeitos colaterais, este estudo teve como objetivo a avaliagdo de testes de citotoxicidade

com o uso de naftoquinonas sintéticas derivadas do Lapachol sobre o crescimento da Leishmania
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amazonensis e sobre a viabilidade de macréfagos murinos da linhagem J774 e macro6fagos

peritoneais.
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2.1 Leishmanioses

Leishmanioses sdo zoonoses, causadas por protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, do género Leishmania, que acometem algumas espécies de mamiferos
silvestres e domésticos, além do homem (GRAMICCIA, 2011).

Essas zoonoses sdo transmitidas por vetores, através da picada de insetos flebotomineos
infectados (Ordem Diptera; familia Psychodidae; Sub-Familia: Phlebotominae) (Figura 1),
conhecidos popularmente por mosquito-palha, tatuquiras, birigui, entre outros. S&o encontrados
preferencialmente em areas de florestas, matas secundérias, sopé das serras, margens dos rios,
cavernas, abrigos de pequenos roedores e de outros animais (DEANE, 1962). No entanto, no
ambiente doméstico, podem ser encontrados no peridomicilio, em galinheiros, chiqueiros, canis
e também no intradomicilio. Apesar da transmissdo vetorial por flebotomineos ser a mais
importante na epidemiologia da leishmaniose, tem-se relatado outras vias de infec¢do. Carrapatos
e pulgas tém sido estudados, experimentalmente, como possiveis transmissores da Leishmaniose
Visceral. Ja fora detectado por PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) o DNA de Leishmania
sp. em carrapatos apos parasitarem cées infectados, sugerindo possivel acéo vetorial dos mesmos
(COUTINHO et al., 2005; COUTINHO; LINARDI, 2007).

Figura 1: Fémea de flebotomineo durante repasto sanguineo.

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2010).
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2.1.1 Classificagdo das Leishmanioses

As Leishmanioses podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas clinicas,
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relacdo do parasita com seu hospedeiro
em: Leishmaniose Cutanea, (também chamada de Tegumentar ou Cutanea Localizada),
sendo a mais frequente, caracterizada por lesdo Unica; Leishmaniose mucocuténea (LMC),
caracterizada por feridas principalmente na regido da boca e septo nasal, podendo ocasionar
deformidades severas e a LeishmanioseVisceral (SANTOS et al, 2011; GONTHNO;
CARVALHO, 2003).

Apresentagfes incomuns da Leishmaniose Cutanea (LC) podem ocorrer e incluem:
Leishmaniose Cutanea lupdide da face, semelhante ao Lupus Eritematoso; Leishmaniose
recidivantes, no qual pequenos ndédulos podem se desenvolver em torno de uma cicatriz curada;
Leishmaniose Mucosa (LM), envolvendo as membranas mucosas e Leishmaniose Cutanea
Difusa (LCD), que ndo é comum e geralmente se apresenta com amplos nédulos e placas que
ndo ulceram e as lesbes contém uma elevada carga parasitaria. (DASSONI et al, 2012).

A Leishmaniose Cutanea (LC) € uma zoonose primaria de mamiferos silvestres (roedores,
marsupiais, primatas, entre outros) e, secundariamente de animais domésticos. A transmisséo
pode ocorrer em um ambiente selvagem, relacionado com a exploracdo desordenada das florestas
e de desmatamento, por razfes profissionais ou de lazer. No ambiente rural ou peri-urbano, a
transmissdo esta relacionada com o processo de migracao, ocupacao de encostas e aglomerados,
associada com matas residuais ou secundarias. A LC é transmitida ao homem pela picada de
flebotomineos infectados principalmente pela L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensise L. (L.)
amazonenses (BASANO; CAMARGO, 2004; NEVES et al, 2011; CUNHA et al, 2006).

A Leishmaniose Visceral é causada por duas espécies de Leishmania, a Leishmania
donovani (no Velho Mundo) e Leishmania infantum (sinénimo: Leishmania chagasi), tanto no
Novo Mundo, quanto no Velho Mundo (BRASIL, 2003).

2.1.2 Distribuicao geografica das Leishmanioses

As Leishmanioses séo consideradas endémicas nos cinco continentes, estando presentes
em 98 paises. O género Leishmania (subgéneros: Leishmania e Viannia), apresenta uma ampla
distribuicdo geogréfica, sendo encontrado nas Américas Central e do Sul, bem como em partes
da Europa, Africa e Asia (ALVAR et al., 2012).
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Acredita-se que existam atualmente, mais de 12 milhGes de pessoas estejam infectadas e
que 1 a 2 milhdes de novos casos ocorram por ano, sendo 500.000 de Leishmaniose Visceral e
1.500.000 da Leishmaniose Tegumentar (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010).

No Brasil, as Leishmanioses estdo presentes em todos os estados brasileiros, e as formas
predominantes s&o: cutanea e mucocutanea. Apesar da Leishmaniose Visceral apresentar-se em
menor nimero, esta possui alta taxa de mortalidade. Na década de 80, a LC foi assinalada em 19
distritos federais, e verificou-se sua expansdo geografica quando, em 2003, foi confirmada em
todos os estados brasileiros (Figura 2) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010;
TEIXEIRA et al, 2013).

No Estado de Pernambuco, as Leishmanioses estdo presentes em todas as regides, com
predominancia (mais de 60% dos casos humanos) na regido correspondente a zona da Mata
Atlantica, sendo a quase totalidade da forma cutinea localizada (BRANDAO-FILHO et al,
1999).

Figura 2: Densidade de casos de leishmaniose cutdnea por municipio, Brasil — 2003 e 2004.
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Fonte: Modificado de MINISTERIO DA SAUDE (2010).

Dados estatisticos referentes ao ano de 2007, constataram 63 casos de Leishmaniose
Visceral no Estado de Pernambuco, sendo 13 somente em Petrolina. Sete Obitos foram
confirmados. Ja em relacdo a Leishmaniose Cutanea, foram 430 casos aproximadamente, sendo,
em sua maioria, nos municipios de Cabo de Sato Agostinho, Vitoria, Escada e Moreno, porém,
sem relato de 6bitos (SECRETARIA ESTADUAL DE SAUDE DE PERNAMBUCO, 2014).

As Leishmanioses caninas sdo muito freqlientes em varias regides geograficas nos paises

da Bacia Mediterranea e da América do Sul. Os cées sdo tidos como principal reservatorio
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domestico e peridoméstico nas areas endémicas de Leishmaniose Visceral, porém essa zoonose
também pode ser diagnosticada em paises ndo endémicos, que podem ser propagadas através de
turistas e imigrantes que acompanham o0s seus cdes ou através de cdes importados de paises
endémicos (OBSERVATORIO NACIONAL DAS LEISHMANIOSES, 2014).

2.2 Leishmanioses em animais

Diversos mamiferos sdo considerados reservatorios das Leishmanioses. Dentre eles, 0s
roedores, 0s gambaés, edentados, equinos e primatas (GRAMICCIA E GRADONI, 2005).

No entanto, os cdes tém sido os principais animais descritos nos relatos de casos de
Leishmanioses em animais e, mais recentemente o0s gatos €, em menor nimero, 0s equinos, como
possiveis reservatorios importantes para o ciclo biolégico das Leishmanioses (DANTAS-
TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006; MADEIRA et al, 2003; SOLANO-GALLEGO et al,
2007).

2.2.1 Leishmaniose Canina

Os cées sdo considerados, mundialmente como o principal reservatorio das Leishmanioses,
principalmente da L. infantum, no ciclo da Leishmaniose Visceral (NAVARRO et al, 2010;
GRAMMICIA e GRADONI, 2005). Diversas sdo as razdes que levam varios pesquisadores a
considerarem o cdo como o principal reservatorio da L. infantum, como por exemplo, por
acreditarem que os cdes podem permanecer infectados sem sinais clinicos por anos ou até pelo
resto da vida (MORENO e ALVAR, 2002). Outra razdo é pela intensa relagdo entre o cdo e o
homem e, pelo fato de, frequentemente o céo estar presente tanto dentro, como fora da casa do
seu tutor, favorecendo a manutencéo da transmissdo da Leishmaniose. Além disso, acredita-se
que o0s caes apresentam intenso parasitismo cutaneo de Leishmanias na forma amastigota,
aumentando a probabilidade de transmissdo da mesma (DANTAS-TORRES e BRANDAO-
FILHO, 2006).

A Leishmaniose Canina (CanL), mais frequente é causada pela Leishmania infantum, mas
0s cdes também podem apresentar Leishmaniose causada por outras espécies, como as
responsaveis por Leishmaniose Cutanea e Mucocutanea, porém, para essas espéecies de
Leishmania, os cdes parece ndo serem reservatorios significativos de infecgdo para pessoas
(DANTAS-TORRES, 2007).
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Alguns estudos afirmam que o controle através do exterminio de cdes considerados
infectados, ndo diminuem a incidéncia de Leishmaniose em humanos. Com isso, deve-se
considerar a possibilidade de pessoas assintomaticas e gatos domésticos como possiveis
reservatorios na transmissao das Leishmanioses (COSTA et al, 2002; MAIA e CAMPINO, 2011;
DANTAS-TORRES, 2007; MAROLI et al, 2007).

Os sinais clinicos mais frequentes em cdes com Leishmaniose Cutanea sdo: lesdes de pele,
localizadas principalmente em orelhas, mas também ocorrendo em nariz (Figura 3), boca, olhos,
e muitas vezes, apresentam-se generalizadas. Na Leishmaniose Visceral, os sinais clinicos sao
bastante inespecificos, dificultando um diagnostico clinico preciso. Os cdes podem apresentar
desde onicogrifose (Figura 4A) e caquexia (Figura 4B), que sdo sinais clinicos bem frequentes
na Leishmaniose Visceral Canina, como também podem apresentar sinais menos comuns como:
intolerancia a exercicio, linfonodomegalia, atrofia muscular, letargia, polidria e polidipsia, les6es
oculares, vomitos e diarréias, além das lesdes de pele. Muitas vezes o animal pode apresentar
perda de peso sem perda de apetite (HOFFMAN et al., 2012; SOLANO-GALLEGO et al., 2009;
MADEIRA et al, 2003).

Figura 3: braziliensis

Cées portadores de Leishmaniose provocada pela espécie L.
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Legenda: Lesdo de mucosa nasal (A), Lesdo ulcero-crostosa em orelha (B), LesGes ulcerosas (C).
Fonte: Modificado de MADEIRA et al, 2003.

Figura 4: Céo portador de Leishmaniose.
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Legenda: Céo apresentando onicogrifose (A) e caquexia (B)
Fonte: http://www.wspabrasil.org (A); http://www.anda.jor.br (B).

2.2.2 Leishmaniose em gatos

O primeiro caso de Leishmaniose em gatos (felis catus domesticus) foi descrito em 1912,
na Argéria, em um gato, com quatro meses de idade, que residia na mesma casa que um cao e
uma crianga portadores de Leishmaniose Visceral. A infeccdo por L infantum em gatos também
tem sido descrita em diversos paises como Espanha, Itdlia, Franca e Brasil (MARTIN-
SANCHEZ et al, 2007; SOLANO-GALLEGO et al, 2007; PENNISI, 2002; OZON et al, 1998).

Mais recentemente, tem-se descrito diversos casos em gatos domésticos (Figuras 5 e 6), e
se discutido o real papel destes, como possiveis reservatorios das Leishmanioses (MAIA e
CAMPINO, 2011; MAIA et al, 2008; ROUGERON et al, 2011; MARTIN-SANCHEZ et al,
2007; COELHO et al, 2010; DUARTE et al, 2010; COSTA et al, 2010; DE SOUZA et al., 2005;
SOUZA et al, 2009).

Figura 5: Felino doméstico apresentando Leishmaniose cutanea (L. amazonensis) no Mato Grosso do Sul, Brasil.
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Fonte: Modificada de DE SOUZA (2005).
Figura 6: Leishmaniose em um gato infectado com Leishmania amazonensis.
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Legenda: Felino apresentando lesdo ulcerada no nariz (A) e nédulos na borda da orelha (B).
Fonte: Modificado de Souza (2009).

A transmissdo da infecgdo por L. infantum através do rato preto e gatos domésticos, tem
sido confirmada através de xenodiagnostico, sugerindo que eles também podem representar um
hospedeiro reservatdrio secundario da L. infantum (QUINNELL et al., 2009).

Costa e colaboradores (2010) relataram a ocorréncia de Leishmaniose em gatos de area
endémica para Leishmaniose visceral. Coelho e colaboradores (2010) relataram um caso de
Leishmania infantum em gato doméstico na cidade de Andradina, em S&o Paulo, Brasil.
Rougeron e colaboradores (2011) relataram o primeiro caso de Leishmaniose Cutanea por
Leishmania braziliensis em um gato doméstico, da Guiana Francesa.

Leishmaniose Cutanea é mais comum em gatos do que a Leishmaniose Visceral. Os sinais
tipicos sdo lesdes nodulares ou ulcerativas em nariz, labios, ouvidos e alopecias com
caracteristicas clinicas inespecificas (GRAMICCIA, 2011).

Laruelle-Magallon e Toga, 1996, afirmam que na maioria dos casos, a leishmaniose em
gatos apresenta-se como doenca cutanea, sem envolvimento de visceras. Raramente, é reportado
algum caso da doenga disseminada (OZON et al, 1998; POLI et al, 2002). Rifenacht e
colaboradores (2005) descrevem Leishmaniose em gato associado a pénfigo foliaceo e Grevot e
colaboradores (2005), observaram Leishmaniose em gatos associado a carcinoma de células
escamosas.

Em relagéo ao papel dos gatos no ciclo bioldgico da Leishmaniose Visceral, alguns autores
sugerem que estes podem atuar como reservatorios secundarios (CRAMICCIA;GRADONNI,
2005; SOLANO-GALLEGO et al, 2007).
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2.2.3 Leishmaniose em equinos

Alguns casos de Leishmaniose também foram reportados em equinos (BONFANTE-
GARRIDO et al, 1981; RAMOS-VARA et al, 1996). As formas clinicas nestes animais
consistem em lesdes cutaneas nodulares ou ulcerativas e raramente, disseminada, e sem
comprometimento visceral. A regressao espontanea das lesoes foi observada. (KOEHLER et al,
2002; GRAMICCIA e GRADONI, 2005; ROLAO et al, 2005).

2.2.4 Prevencao

Atualmente, tem-se demonstrado que as medidas de prevencdo assumem um papel muito
importante no controle das Leishmanioses. Além de um controle direto, através de vacinas
preventivas de cdes, 0 uso de coleiras repelentes impregnadas com Deltametrina nos caes também
tem demonstrado ser efetivo como coadjuvante para o controle das Leishmanioses. Deve-se ter
em mente, que também é necessario um maior investimento em educacdo ambiental, saneamento
béasico, e controle da populacdo de animais errantes (RIBEIRO et al., 2013; OTRANTO et al.,
2013; SOLANO-GALLEGO et al., 2009). Otranto e colaboradores (2013) demonstraram a
eficacia em cées que fizeram uso de coleiras impregnadas de 10% de Imidacloprida e 4,5% de
flumetrina, em area endémica para Leishmaniose Canina e como medida preventiva contra essa
enfermidade, e a importancia da mesma na reducdo de risco para a saude dos cdes e das pessoas
(SOLANO-GALLEGO et al, 2001).

A escassez de recursos e a atual falta de infra-estrutura dos servigos de salde,
especialmente no que se concerne ao diagnostico da infeccdo por Leishmania infantum tanto em
cdes como em humanos, tem demonstrado que as medidas de controle adotadas contra essas
zoonoses sao um desafio, favorecendo a perpetuacgéo do ciclo vicioso entre pobreza e doenca em
muitos estados brasileiros, nos quais as Leishmanioses permanecem como mais uma doenca
negligenciada (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).
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2.2.5 Diagnostico

O diagnostico de Leishmaniose em animais deve ser feito baseando-se ndo sé nos achados
clinicos, mas também avaliando a origem do animal, juntamente com exame parasitoldgico,
soroldgico e/ou confirmacdo molecular através do PCR (RIBEIRO et al., 2013).

O método parasitologico baseia-se na observacdo direta do parasita na forma amastigota
no material bioldgico coletado porém, este método pode ter baixa sensibilidade, dependendo do

grau de parasitemia e do material coletado (ROSSI et al, 2007).

Os testes soroldgicos séo as principais ferramentas diagnosticas, principalmente quando
se trata de diagndsticos para inquéritos epidemioldgicos, por se tratarem de testes mais rapidos e
menos invasivos, como a Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e o ELISA-teste. Porém,
0s testes sorologicos estdo sujeitos a reacfes cruzadas com antigenos de T. cruzi, principalmente
pela proximidade filogenética desses parasitas com as Leishmanias, além de reacdes cruzadas
com outros agentes como Brucelose e Toxoplasmose. Além disso, deve-se lembrar que, 0s testes
soroldgicos positivos ndo significam doenca, eles indicam infeccdo por Leishmaniose, que pode
ser atual ou passada SOLANO-GALLEGO et al, 2001; ROSSI et al, 2007.

Os testes soroldgicos conhecidos como testes rapidos, sdo testes imunocromatograficos,
e tem sido utilizado recentemente como alternativa para a triagem clinica na pesquisa de
Leishmaniose em animais. O teste rapido DPP (Dual Plath Platform), apresentou elevada
sensibilidade no diagndstico de cédes sintomaticos, mas baixa sensibilidade em caes
assintomaticos e oligossintomaticos (cdes com apenas dois sinais clinicos, como feridas de pele
e emagrecimento). Contudo, o teste rapido DPP ainda foi mais sensivel do que o RIFI (ROSSI et
al, 2007, SOLANO-GALLEGO et al, 2001; DE QUEIROZ JUNIOR, 2011; FONSECA, 2013).

O método molecular (PCR) baseia-se na detec¢cdo seletiva do DNA do parasita,
utilizando-se amostras diversas porém, amostras de sangue periférico tem-se mostrado menos
sensiveis do que amostras de pele, conjuntiva, medula 6ssea e aspirados de linfonodos. Apesar
de ser um método bastante eficaz e sensivel, tem como desvantagem o alto custo e necessidade
de laboratorios equipados para a realiza¢cdo do mesmo (SOLANO-GALLEGO, et al, 2001).

Os elementos clinicos e epidemioldgicos também contribuem substancialmente para o
diagndstico. Além dos métodos de rotina, existem os testes comerciais de imunocromatografia,
que sdo faceis de serem realizados e manipulados, bem como oferecem uma répida resposta
porém, hé relatos de grande proporcdo de diagnoésticos falso-positivos. (LUCIANO et al, 2008;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014; ROSSI et al, 2007).



31

2.2.6 Tratamento

Vérias drogas utilizadas no tratamento da Leishmaniose em cées, diminuem os sinais
clinicos temporariamente ou cura clinicamente o animal, mas nenhum deles elimina a infecg&o.
A droga de primeira escolha é o antimoniato de meglumine, um antimoniato pentavalente, que
inibe seletivamente a glicdlise leishmanial e o alopurinol, que interfere na sintese do RNA. Outra
droga utilizada é a anfotericina B, que se liga ao ergosterol da membrana celular do parasita e
altera sua permeabilidade porém é contra indicado para nefropatas, por sua grande acéo
nefrotoxica. Drogas de segunda escolha utilizadas sozinhas, ou em combinacdo, para o
tratamento da CanL, sdo: pentamidina, mitelfosina e aminosidina, além do metronidazol com
enrofloxacina (MIRO et al., 2008).

Existem diferentes tipos de tratamento para as Leishmanioses, sisttmico e localizado. O
tipo sistémico inclui antimoniais pentavalentes parenterais (intravenosos ou intramuscular) e
agentes orais (fluconazol e azitromicina). Terapia localizada inclui injecOes intra-lesionais de
pentavalentes, medicamentos topicos e métodos fisicos (crioterapia, laser de CO2 e excisdo
cirurgica da lesdo). Outras modalidades utilizadas para o tratamento séo terapias de combinacéo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

As drogas comumente utilizadas sdo os antimoniais pentavalentes, introduzidos como
quimioterapicos desde a década de 40, (sendo utilizados até hoje, apesar da sua toxicidade), como
0 Glucantime (antimoniato de meglumina) e Pentostan (estibogluconato de sddio), ambas, drogas
de primeira geracdo (AMATO, 2008).

Devido a grande utilizacdo dos antimoniais pentavalentes como drogas de primeira
escolha para o tratamento das Leishmanioses, tem sido observada resisténcia por parte dos
parasitas. Um dos mecanismos mais aceitos de aquisicdo de resisténcia seria a perda da
capacidade de reduzir os pentavalentes em trivalentes, como tem sido observado em
experimentos realizados utilizando amastigotas de Leishmania donovani (SHAKED-MISHAN
et al, 2001).

Em consequéncia da resisténcia observada e das limitagdes no tratamento com o0s

antimoniais pentavalentes, a Pentamidinae a Anfotericina B, ambos de segunda geracéo, tém sido
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consideradas como drogas de segunda escolha no tratamento de Leishmanioses Viscerais,
quando este ndo € responsivo ao tratamento com antimoniais pentavalentes (SUNDAR, 2010).

A combinacao entre antimoniais e interferon-gama ou alopurinol tem sido proposta como
alternativa para melhora da eficacia terapéutica destes compostos (AMATO et al, 2001). Uma
alternativa mais recente € o miltefosine, que tem sido usado no tratamento da Leishmaniose
Visceral, com a vantagem da administracéo oral. Porém, no tratamento da Leishmaniose Cutanea
ndo houve boa resposta, necessitando de mais estudos em relacdo as demais espécies de
Leishmania (SOTO et al, 2004).

A toxicidade decorrente do uso dessas drogas deve-se ao fato de que todas as drogas
utilizadas interferem na atividade da enzima superéxido dismutase (SOD), gerando um estresse
oxidativo no parasita. Da mesma maneira, agem também na atividade enzimatica da célula
hospedeira, causando os efeitos toxicos observados no hospedeiro em conseqliéncia do seu uso
prolongado. Ainda, o aparecimento de cepas resistentes as drogas utilizadas no tratamento das
leishmanioses tem se tornado frequente (SERENO et al, 2001; AL-MOHAMMED et al, 2005).

Uma alternativa a reducdo da toxicidade desses medicamentos, é o uso de sistemas de
liberacdo, tais como lipossomas, nanotecnologia e polimeros carreadores (NAN et al, 2004)

O tratamento da leishmaniose seja visceral ou cutanea, com antimoniais, € muito mais
dificil em pacientes imunodeficientes, como por exemplo, em pacientes com virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Esses pacientes tém recaidas, pois estas drogas requerem que
0 paciente esteja com o sistema imune adequado e com células CD4+T para uma boa resposta
antiparasitaria apos medicacdo (LEZAMA-DAVILA et al, 2012)

Doses diarias inferiores ao recomendado, podem levar ao ndo tratamento adequado da
LV com consequentes recidivas e para a LTA, lesbes de pele que deixam cicatrizes podendo
levar as deformidades e grande impacto na questdo psicossocial do individuo, podendo leva-lo
ao isolamento social, desemprego, e outros prejuizos psicoldgicos e sociais. Muitas vezes, 0s
pacientes s6 evoluem para cura ap6s a tentativa de diferentes protocolos terapéuticos
(PELISSARI et al, 2011).

Antimoniato de meglumina é geralmente eficaz, mas deve ser dado em doses adequadas
no tempo certo, muitas vezes por semanas ou meses. Durante muitos anos, tem sido o tratamento
mais eficaz para LC (MEYMANDI et al, 2011).

O prolongado tempo de terapéutica associado aos efeitos colaterais graves e o0 surgimento
de cepas resistentes aos farmacos utilizados no tratamento, entre outros fatores, torna necessaria
a busca de novos compostos para o tratamento destas enfermidades. Além do mais, o

comprometimento da eficacia do tratamento nos casos de imunodepressdo causada pela co-
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infeccdo com o virus HIV, também sdo fatores que devem ser levados em consideracdo
(RYBNIKER et al., 2010).

2.3 Formas promastigota e amastigota do parasita

Os parasitos do género Leishmania, sdo parasitos intracelulares obrigatorios das células
do sistema fagocitico mononuclear, com uma forma flagelada, também chamada de promastigota
(Figura 7A), e outra aflagelada, ou amastigota (Figura 7B) (DESJEUX, 2004).

Figura 7: Forma promastigota (A) e amastigota (B) dos parasitos causadores das Leishmanioses.
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Fonte: BRASIL (2003).

A forma promastigota é alongada e eliptica, o corpo celular mede entre 6 e 8um de
comprimento, com um flagelo longo que emerge da parte anterior do corpo e o ajuda a fixar-se
no epitélio intestinal do inseto vetor. Possui organelas e estruturas tipicas dos eucariotos, tais
como nucleo, mitocdndria, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e citoesqueleto além de
algumas organelas que podem ser exclusivas da Familia Trypanosomatidae como cinetoplasto,
estrutura paraflagelar, acidocalcissomo, glicossomo e microtibulos subpeliculares (Figura 8A)
(TEIXEIRA, 2013).

Em cultura, as formas promastigotas demoram cerca de 7 dias para completarem seu ciclo
de vida. Apds o terceiro dia, encontram-se em fase exponencial de crescimento e, a partir do
quinto dia, entram em fase estacionaria. Nesse tempo, estdo aptas a infectar macréfagos, pois
estdo individualizadas e assim promovem uma infeccdo bem estabelecida in vitro (BATES,
1994).

A forma amastigota tem morfologia de arredondada a ovoide, medindo cerca de 3pum de
largura ¢ 6 pum de comprimento e apresentando flagelo unico e bem reduzido. Nesta, 0

cinetoplasto tem forma de bastdo e fica entre o nucleo e a base do flagelo. Esta forma é
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intracelular obrigatéria, pois vive e se multiplica no interior do vacuolo parasitoforo de células
do sistema fagocitico mononuclear dos mamiferos. Os amastigotas apresentam todas as organelas
e estruturas semelhantes aos promastigotas, com excecdo dos megassomos (ausente nos
promastigotas) e estrutura paraflagelar (ausente nos amastigotas) (Figura 8B) (TEIXEIRA,
2013). Apos inameros ciclos de divisdo, um grande nimero de amastigotas pode ser encontrado
nas células do hospedeiro, e essas podem persistir latentes no corpo do hospedeiro por décadas,
escondidas em células musculares sem causar dano significativo aos tecidos (TEIXEIRA et al.,
2006).

Figura 8: Desenho esquematico das formas promastigota e amastigota de Leishmanias sp.
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Nos macréfagos, os parasitos internalizados se estabelecem em um vacuolo parasitéforo
(fagolisossomo), que os separa do citoplasma celular. No interior do vacuolo parasitéforo ocorre
a mudanca da forma evolutiva de promastigota para amastigota (Figura 9). Embora o0s
macrofagos sejam células fagocitarias especializadas no combate a agentes infecciosos, as
Leishmanias sp. desenvolveram mecanismos de defesa capazes de subverter sua capacidade
microbicida, inibindo as fungdes dos macréfagos, através de processos de producdo de radicais
livres, apresentacdo de antigenos e producéo de citocinas, decorrentes da ativacdo da expressao
de moléculas imunossupressoras pelos parasitas, como metabdlitos de acido araquidénico e
citocinas como IL-10 e TGF- B. Desta forma, os parasitas conseguem sobreviver neste ambiente
potencialmente toxico e multiplicar-se até a ruptura da célula, quando s&o liberadas para infectar
outros macrofagos, propagando a infeccdo (OLIVER, et al, 2005; FREITAS et al,
2001;VANNIER-SANTOS et al., 2002).

Figura 9: Fagocitose de Leishmania sp por macréfago.
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Fonte: Modificado de Nyalwhide et al (2003).

Alguns estudos sugerem que, em algumas espécies de Leishmania, a formacéo do vacuolo
parasitoforo seja dependente de um rearranjo do citoesqueleto da célula hospedeira. Moléculas
de F-actina sdo acumuladas ao redor da membrana do vactolo em formacdo no momento da
invasdo a célula hospedeira. Assim, o citoesqueleto formado por F-actina contribui ndo sé para
a formacdo do vacuolo, mas forma uma barreira que impede a fusdo do vacuolo parasitéforo com
lisossomos em espécies de L. donovani (HOLMET al, 2001). Porém, esse rearranjo do
citoesqueleto ndo é uma caracteristica presente em todas as espécies de Leishmania. Como
observado em outros estudos, o vactolo contendo L. amazonensis ndo depende da
acumulacdo de F-actina para sua formacgdo (COURRET et al, 2002).

Os parasitos da espécie Leishmania, possuem diversas organelas semelhantes as de outras
células eucarioticas, como por exemplo, o reticulo endoplasmatico e o Complexo de Golgi. Além
destas, possuem organelas que sdo préprias dos parasitos da familia dos Trypanossomatideos,
como os glicossomos, e microtibulos subpeculiares. Alguns estudos sugerem que, através de
diferentes vias metabdlicas especificas dessas organelas peculiares dos parasitos da Familia
Tripanosomatidae, existem novos alvos de atuacdo para novos farmacos com potencial
terapéutico (SOUZA, 2008).

Como a integridade da membrana plasméatica do parasita € muito importante para o
estabelecimento e aquisicdo de nutrientes pelo parasita, drogas que desestabilizam a superficie
da membrana plasmatica, suas funcbes e integridade, podem ser consideradas bons
quimioterapicos para o tratamento de leishmanioses (BURCHMORE e BARRET, 2001).
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2.4 Ciclo de vida do parasita

O ciclo de vida desses protozoarios é digenético (heterogénico), envolvendo um
hospedeiro invertebrado (que sdo os fleb6tomos do género Lutzomyia, no Novo Mundo, ou
fleb6tomos do género phlebotomus, no Velho Mundo) e um hospedeiro vertebrado, como os
animais selvagens e domésticos, além do homem (Figura 10) (ROBERTS; JANOVY, 2000).

O flebotomineo fémea infectado faz o repasto sanguineo inoculando formas
promastigotas metaciclicas (formas infectivas) do parasito no hospedeiro vertebrado. Estas
promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos deste hospedeiro. Dentro dos macréfagos, no
interior dos vacuolos parasitéforos, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas e
multiplicam-se. Essas amastigotas sdo liberadas, podendo infectar novos macréfagos,
disseminando o parasito. Ao exercer sua hematofagia em um reservatério mamifero infectado, o
flebotomineo se infecta, ingerindo o sangue juntamente com as formas amastigotas livres ou
intramacroféagicas no tecido subcutdneo. No trato digestivo do inseto, essas amastigotas
diferenciam-se em formas prociclicas (formas ndo infectivas), multiplicando-se por divisao
binaria e transformam-se em formas metaciclicas novamente, que migram para a probdscide do

vetor, que serdo inoculadas na pele do hospedeiro, no préximo repasto sanguineo (CDC, 2013).

Figura 10: Ciclo biolégico da Leishmanias sp. no hospedeiro invertebrado e mamifero.
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Legenda: Ciclo de vida da Leishmania. 1. O fleb6tomo ingere macréfagos contendo amastigotas ao se alimentar
num mamifero infectado. 2. As formas amastigotas, uma vez liberadas do macréfago no interior do tubo digestivo
do inseto, transformam em formas promastigotas prociclicas, que se multiplicam intensamente, aderidas ao epitélio
de revestimento do trato digestivo. Ap6s 7 a 15 dias, formas metaciclicas infectantes para o hospedeiro vertebrado
aparecem na luz do tudo digestivo. 3. Ao se alimentar em outro mamifero, o fleb6tomo infectado regurgita parte do
conteudo do trato digestivo na lesdo recém causada, inoculando assim as formas metaciclicas na pele do hospedeiro.
4. Estas sdo fagocitadas, transforma-se de volta em amastigotas e proliferam intensamente no fagolisossomo da
célula fagocitica. 5. O rompimento das células infectadas libera amastigotas, que véao infectar novas células. O
processo lentamente leva a uma infeccdo sistémica. 6. O homem e varios outros mamiferos participam do ciclo das
leishmanioses, incluindo roedores, edentados, marsupiais e canideos.

Fonte: http://lib.convdocs.org/docs/index-10811.html?page=2 (2014).

2.5 Biologia celular dos parasitas

2.5.1 Mitocondria e cinetoplasto

A mitocondria nos tripanosomatideos diferencia-se da mitocondria dos organismos
multicelulares, no que diz respeito a densidade da matriz bem como a forma e nimero de cristas.
Além disso, os parasitos dessa classe possuem mitocéndria tnica (FIDALGO, 2011). Geralmente
a mitocondria se localiza abaixo da membrana plasmaética arrodeando todo o corpo do parasita,
abaixo dos microtibulos sub-peliculares. Uma caracteristica peculiar da mitocéndria dos
protozoarios da ordem kinetoplastida, € que o DNA mitocondrial (k-DNA) concentra-se em uma
regido especializada da mitocondria denominada cinetoplasto (RODRIGUES, 2009). O
cinetoplasto se situa proximo ao nucleo e sua forma e organizagao estrutural variam de acordo
como o estagio de desenvolvimento do protozoario (SOUZA, 2008).

2.5.2 Microtubulos sub-peliculares
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S&o um arranjo microtubular, que envolve o corpo celular do protozoério e constitui o
citoesqueleto associado a membrana. Esses microtibulos estdo presentes tanto na forma
promastigota quanto na forma amastigota do parasito e sdo responsaveis por essas diferentes

formas e formatos do parasito durante seu ciclo de vida. (OKUDA et al., 1999).

2.5.3 Glicossomos

S&o organelas esféricas distribuidas por toda a célula, de quantidade variada, de acordo
com a especie e dos diferentes estagios de desenvolvimento do parasito.

Sua funcdo parece estar relacionada com a glicdlise. Sete enzimas participam das
primeiras etapas da via glicolitica e duas metabolizam glicerol. Com isso, os glicossomos
conseguem fazer com que o parasito aumente de maneira significativa a taxa de glicdlise e,
consequentemente, a producdo de ATP. Além das funcgdes relacionadas a producdo de energia,
outras vias bioquimicas estdo pelo menos parcialmente associadas aos glicossomosnesses
parasitas, como a [B-oXxidacdo de &cidos graxos, a biossintese de pirimidinas, entre outras
(MICHELS et al., 2006).

2.5.4 Megassomos

Os megassomos parecem estar relacionados principalmente com acumulagéo e possivel
degradacdo de macromoléculas endocitadas, além de estarem envolvidos no processo de
interacdo parasita-célula hospedeira, de diferenciacéo e sobrevivéncia intracelular do parasita,
devido a proteinases presentes nestas organelas (UEDA-NAKAMURA et al, 2002). S&o
organelas grandes, quando observadas por microscopia eletrénica de Transmisséo, semelhantes
a um lisossomo. Seu conteudo principal consiste de proteinases de cisteina. Essas organelas
foram descritas primeiramente em espécies de Leishmania mexicana. Acredita-se que ela e seus
constituintes podem estar diretamente envolvidos na infectividade e viruléncia da Leishmania
(UEDA-NAKAMURA et al, 2007).

Megassomos nédo sdo encontrados em formas promastigotas, e aparecem apenas durante
0 processo de transformacéo destas formas em amastigotas (BOUKAII et al, 2000).

2.5.5 Acidocalcissomas
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Os acidocalcissomas sdo organelas com a capacidade de acumular grande quantidade de
ions calcio, além de outros ions como calcio, magnésio, sédio, potassio, ferro e zinco, podendo
também ser atribuida a esta organela a manutencédo do equilibrio desses ions. Estas estruturas
contém enzimas pirofosfatase e polifosfatase (DO CAMPO e MORENO, 2001). O
acidocalcisoma esta presente em bactérias, fungos, algas e protozodrios, porém parecem estar
ausente em células de mamiferos (RUIZ et al., 2001).

Os acidocalcissomas sdo facilmente visualizados atraves de Microscopia Eletronica de
Transmissdo, sendo semelhantes a vacuolos parcialmente vazios. Eles estdo envolvidos na
resposta a varias formas de estresse, como mudancas no pH e pressdo osmotica, as quais 0s
parasitas sofrem durante sua interacdo com a célula hospedeira (RAO e KORNBERG, 1996;
KORNBERG et al, 1999). Os niveis desta organela sdo baixos na forma promastigota prociclica.
Entretanto, no momento da diferenciagdo das formas promastigota sprociclicas em metaciclicas
— metaciclogénese — 0s niveis desta organela aumentam, tornando-se semelhantes aqueles
verificados na forma amastigota, o que evidencia a importancia desta organela na infectividade
do parasita (ZHANG et al, 2005).

2.6 Quinonas

As quinonas sdo compostos de ampla distribuicdo na natureza, porém, sua ocorréncia maior
é em plantas superiores, apesar de poderem ser encontradas também em alguns organismos vivos
como bactérias, fungos, virus, artropodes. Séo classificadas de acordo com o sistema aromatico
gue possuem em sua estrutura. Sua caracteristica principal é a presenca de dois grupos
carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo menos duas ligacdes duplas c-c,
Podemos dividir as quinonas em trés principais grupos, em funcao do ciclo no qual o sistema de
duplas e cetonas conjugadas estdo inseridas: benzoquinonas — um anel benzénico; antraquinonas
— um anel antracénico; e naftoquinonas; um anel naftalénico ( Figura 11) ( CAMARA et al, 2008;
SIMOES et al, 2002; ASCHE, 2005).

Figura 11: Principais grupos de quinonas.
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Legenda: Benzoquinona (A), naftoquinona (B) e antraquinona (C).
Fonte: Modificado de ASCHE (2005).

As quinonas possuem atividade antiparasitaria através de diversos mecanismos pelos quais
conseguem inibir o crescimento desses parasitas, tais como: inibicdo competitiva do complexo
citocromo BC1; através de geracdo de espécies reativas de oxigénio; inibicdo enzimatica
(inibindo, por exemplo, a glutationa-redutase e glyceroldeido-3-fosfato desidrogenase); a
alquilacdo de biomoléculas e a deplecdo de glutationa. Dois principais mecanismos de
citotoxicidade das quinonas foram propostos: a estimulagéo do estresse oxidativo e alquilacéo de
nucleofilos celular, que abrangem uma grande variedade de biomoléculas. Espécies reativas de
oxigénio (ROS) podem reagir diretamente com 0 DNA, lipidios e proteinas, conduzindo a danos
celulares (PINTO e CASTRO, 2009; SILVA et al, 2003).

2.6.1 Naftoquinonas

Muitas naftoquinonas, sintéticas ou naturais, foram estudadas como possiveis agentes
antitumorais, larvicidas, moluscicidas, antimalarico, leishmanicidas e contra outros protozoarios
(AREAS, 2007; MENNA-BARRETO et al, 2009; SILVA et al, 2003) Porém, o potencial da sua
utilidade é limitado pela sua citotoxicidade e baixa biodisponibilidade (KAYSER et al., 2000).

Dentre as naftoquinonas, pode-se destacar o lapachol (Figura 12), encontrado em arvores
do género das tabebuias (ou conhecidas como ipé-roxo ou ipé-uma ou pau d'arco), B-lapachona
e a a-lapachona, também s&o encontradas no lenho de ipés —Tabebuia (Figura 13) (FONSECA,
2003).

Figura 12: Estrutura molecular do Lapachol, da a-Lapachona B-Lapachona.
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Fonte: Modificado de FONSECA (2003).

Figura 13: 1pé roxo (Género: Tabebuia; Familia: Bignoniacea).

Fonte: www.baixaki.com.br (2014).

Naftogquinonas sdo compostos presentes em diversas familias de plantas superiores e suas
estruturas moleculares conferem propriedades redox, que estdo envolvidas em multiplos
processos oxidativos biologicos (PINTO e CASTRO, 2009; MENNA-BARRETO, 2009).

Alguns hidroxinaftoquinonas, como o Atovaquone, mostrou ter uma atividade
concentragdo-dependente contra Leishmania infantum (JERNIGAN et al., 1996), enquanto que
a atividade in vivo em um modelo murina manteve-se baixa (CAUCHETIER et al. 2000).

Vaérios pesquisadores tém estudado a influéncia de diferentes substituintes em vaérias
posicOes diferentes de moléculas de naftoquinonas sintéticas (TIKKANEN, 1983; DA COSTA
MEDINA, 2008). No caso da lausona (2 - hidroxi , 1 , 4 - naftoquinona), os resultados séo

conflitantes, tanto in vitro quanto in vivo. Pois alguns consideram que a lausona € um composto
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nédo-redox in vitro (FLUERARU, 2005; YBUKI, 2006), uma vez que a exposi¢do direta da
lausone aos eritrdcitos e hepatdcitos isolados ndo causaram efeitos oxidativos. Porém, provocou
resposta anémica com danos oxidativos. Apesar de um perfil de dano oxidativo ser relatado como
induzido pela lausona in vivo, o tipo de EROS (espécies reativas de oxigénio), ndo é totalmente
esclarecido ainda. Nenhuma concluséo definitiva pode, contudo, ser proposta (MOSTEFA-
KARA, 2010).

Atividades de diversas naftoquinonas sintéticas e naturais foram avaliadas, com resultados
significativos. Esses resultados mostraram o potencial das hidroxoquinonas, seus sais e quinonas
halogenadas como importantes larvicidas contra larvas no estagio 4 de Aedes aegypti, vetor da
dengue, e contra caramujo adulto de Biomphalaria glabrata (RIBEIRO et al, 2009).

A B-lapachona, apesar de ainda ndo ser um farmaco, € uma substancia muito importante do
ponto de vista da pesquisa cientifica. Suas atividades farmacologicas contra o T. cruzi, agente
etiologico causador da doenca de Chagas, e contra células cancerosas, a distingue de outras
naftoquinonas. O tratamento das trés formas de T. cruzi demonstrou causar alteragdes da
distribuicdo da cromatina, mitocondria e membrana plasmatica (DO CAMPO et al, 1977).
Devido a sua citotoxicidade, a B-lapachona nao pode ser utilizada no tratamento da doenca de
Chagas, mas sua estrutura tem servido de inspiracdo para 0s quimicos medicinais, para a sintese
de substancias mais seletivas contra o T. cruzi (FERREIRA et al, 2010).

A B-lapachona mostrou-se eficaz, in vitro, contra diversas linhagens de células malignas
humanas: de melaloma, leucemia, cancer colorretal, cancér de pulmao, de mama e de prostata.
Outra atividade surpreendente é a sua acao sinergistica no tratamento radioterapico de tumores
(FERREIRA et al, 2010).

O derivado do lapachol, hidroxoquinona, mostrou ser ativo tanto in vitro como in vivo,
contra L. amazonensis e in vitro contra L.brasiliensis. Além disso, o0 experimento in vitro com
macrofagos demontrou que, em uma concentracdo equivalente a 1Csp, este composto nao é
perigoso para a célula hospedeira, este estudo reforca o uso potencial de hidroxoguinonas
substituidos e derivados como drogas leishmanicidas (LIMA et al., 2004).

Também observou-se atividade in vitro da atovaquona (uma hidroxonaftoquinona) em
macrofagos parasitados pela forma amastigota de L. donovani, assim como, também se observou,
que nos camundongos infectados, atovaquona administrada por via subcutdnea, resultou na
inibicdo moderada da replicacéo da L.donovani (CROFT, 1992).

O Lapachol é de origem natural, extraido do cerne de varias plantas da familia
Bignoniaceae, principalmente a partir de espécies Tecoma e Tabebuia (RIBEIRO et al, 2009).

Ele e seus analogos sdo conhecidos por possuirem atividade antitumoral, antibidtico,
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antimaldrico (DE ANDRADE-NETO et al., 2004), anti-inflamatério, antitlcera (HUSSAIN et
al., 2007), leishmanicida (LIMA et al., 2004) e atividades moluscicidas (DOS SANTOS et al.,
2000).

Teixeira e colaboradores demonstraram que o lapachol foi eficaz in vitro contra
amastigotas intracelulares de L. brasiliensis, enquanto que em um modelo animal, ele foi incapaz
de evitar lesdes induzidas pela infecgdo (TEIXEIRA et al, 2001).

NNaftoquinonas derivadas do Lapachol vém sendo estudadas como possiveis agentes
Leishmanicidas. No intuito de avaliarmos novas substancias como possiveis drogas
leishmanicidas, avaliamos a atividade de cinco naftoquinonas sintéticas derivadas do lapachol,
sobre a L. amazonensis, bem como comparamos a a¢do das mesmas por dois métodos de
citotoxicidade diferentes. Alteragdes ultraestruturais dessas naftoquinonas frente a L.

amazonensis também puderam ser observadas.
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3.1 Naftoquinonas

Foram utilizadas 5 naftoguinonas sintéticas, fenazinas derivadas do Lapachol (2-hidroxi-
3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona), cedidas pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Celso de
Amorim Camara, Departamento de Quimica da UFRPE (Tabela 1 e Figura 1). As naftoquinonas
foram diluidas em Dimetil- sulfoxido (DMSO), em uma concentracgdo final de 1%. Para todos 0s
experimentos, realizou-se controle sem tratamento e controle contendo apenas o0 DMSO, na
concentracdo final nos experimentos (1%). Estes controles foram comparados entre si e avaliados

quanto a interferéncia ou ndo do diluente sobre as células tratadas.

Tabela 1: Naftoquinonas sintéticas testadas.

C32H32N203

NAF 15 9-hidroxi-7-(2-hidroxietil)-6,8-bis (3-metilbut-2-en-1-il)dibenzo[aj]fenazina-5(7H)-ona
Cs3H34N203

NAF 16 7-ethil-9-hidroxi-8-(4-methoxi-3-metilbut-2-en-1-il)-6-(3-metilbut-2-en-1-

yl)dibenzol[aj]fenazina-5(7h)-ona

C33H34N203

NAF 17

9-hidroxi-7-(3-hidroxipropil)-6,8-bis (3-metilbut-2-en-1-il)dibenzol[a,j]fenazina-5(7H)-ona

C3sH3sN202

NAF 30

9-hidroxi-6,8-bis(3-metilbut-2-en-1-il)-7-fenetildibenzo[a.j]fenazina-5(7H)-ona

Ca4H35N20:

NAF 31

7-butil-9-hidroxi-6,8-bis(3-metilbut-2-en-1-il)dibenzo[a,j]fenazina-5(7H)-ona

Fonte: A autora (2014).



Figura 1: Estrutura quimica das naftoquinonas sintéticas.
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Legenda: Estrutura quimica das naftoquinonas sintéticas NAF15 (Cs2H32N203), NAF16 Ca3HzaN20s3),
NAF17(C33H34N203), NAF30 (C33H35N202), e NAF31 (C34H35N202), derivadas do Lapachol.
Fonte: A autora (2014).
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3.2 Cultivo de parasitas

Formas promastigotas de L. amazonensis (cepa LTB 0016), foram mantidas em meio
Schneider (SIGMA, St Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado
(SFBI) (SIGMA, St Louis, MO, EUA), 100 mg de estreptomicina/mL e 100 U de penicilina/mL,
incubados em estufa a 26 °C e com repiques a cada 3 dias. Para 0s experimentos foram utilizados

parasitas em fase log de crescimento.

3.3 Atividade leishmanicida das naftoquinonas sintéticas em Leishmania amazonensis

3.3.1 Método quantitativo direto

Para triagem da atividade leishmanicida das naftoquinonas pelo método quantitativo direto,
formas promastigotas de L. amazonensis foram coletadas na fase log de crescimento e incubadas
na concentracdo de 1x10° células/mL em meio Schneider na presenca e auséncia de
naftoquinonas em diferentes concentrac6es (100 pg /mL, 50ug /mL; 25ug /mL; 12,5ug /mL;
6,25ug/mL e 3,125 pg/mL) em placas de 24 pocos. As placas foram incubadas por 48 horas em
estufa de 26 °C. Apo6s o periodo de incubacdo, a ICso (concentracdo que inibi 50% do crescimento
dos parasitas) foi determinada por regressdo linear com limite de confianca proximo a 95%
baseada na contagem direta em camara de Neubawer. Cada teste foi realizado em trés

experimentos independentes, em triplicata.

3.3.2 Teste de luminescéncia

Utilizamos o teste de luminescéncia, para avaliacdo da viabilidade celular. Este teste
baseia-se na quantidade de moléculas de ATP liberadas pela célula ap6s a adicdo do reagente,
para determinar o nimero de células viaveis. A homogénea mistura do reagente, resulta em lise
celular e geracdo de um sinal luminescente proporcional a quantidade de ATP presente,indicando
a presenca de células metabolicamente ativas. Os niveis de ATP da cultura foram mensurados
através do Kit Cell-Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega, Madison, WI, USA).
Para tal, formas promastigotas de L. amazonensis foram incubadas na concentragdo 1x10°

célulass/mL em meio Schneider na presenca e auséncia de naftoquinonas em diferentes
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concentragdes (50pg /mL; 25ug /mL; 12,5ug /mL; 6,25ug/mL e 3,125 pg/mL), em placa branca
de polietileno de fundo reto transparente, com 96 pocos estéreis em um volume final de
100uL/poco. As placas foram incubadas por 48 horas em estufa de 26°C. Apds o periodo de
incubacdo, as placas foram retiradas da estufa e deixadas em temperatura ambiente por 30
minutos, em seguida, 100uL de reagente CellTiter-Glo® foi adicionados aos pogos e a placa
submetida a agitacéo orbital por 2 minutos com a finalidade de produzir melhor homogeneidade
do reagente com o meio contendo as células, induzindo a lise das células mais uniformemente.
Para estabilizacao do sinal luminoso, as placas foram deixadas em temperatura ambiente por 10
minutos. Apos este periodo, o sinal de luminescéncia foi mensurado usando um leitor de ELISA
a 562 nm. A ICsp foi determinada por regressdo linear com limite de confianca proximo a 95%
baseada na porcentagem da intensidade do sinal luminoso. Foram realizados dois experimentos

independentes em quadruplicata.

3.4 Citotoxicidade em células de mamifero

3.4.1  Macréfagos murinos da linhagem J774

Para a realizacdo de teste de citotoxicidade em células de mamifero, foram utilizados
macrofagos murinos da linhagem J774 cultivados em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium — Life Tecnologies) suplementado com SFBI-Soro Fetal Bovino Inativado (SIGMA, St.
Louis, MO, EUA), em estufa a 37°C a uma atmosfera de 5% de CO- na presenca ou auséncia de
naftoquinonas em diferentes concentragdes (50ug /mL; 25ug /mL; 12,5ug /mL; 6,25ug/mL e
3,125 pg/mL). As placas contendo 1 x 10° células/mL [foram incubadas por 48 horas em estufa
a 37°C em atmosfera de 5% de CO». Apds o periodo de incubagdo, as placas foram retiradas da
estufa e deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, 100uL de reagente
CellTiter-Glo® foi adicionado em cada pogo e submetidos a agitagdo orbital por 2 minutos com
a finalidade de induzir lise das células. Para estabilizacdo do sinal luminoso, as placas foram
deixadas em temperatura ambiente por 10 minutos, e entdo foi realizada a leitura em leitor de
ELISA a 562 nm. A CCsg (concentracgdo citotoxica para 50% das células) foi determinada por
regressdo linear com limite de confianca proximo a 95% baseada na intensidade do sinal

luminoso. Cada teste foi realizado em dois experimentos independentes em quadruplicata.
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3.4.2  Macrofagos peritoneais de murinos BALB/c

O efeito citotdxico das cinco naftoquinonas sintéticas também foi verificado, utilizando
macrofagos peritoneais, para avaliacédo de diferenca de potencial citotdxico em modelos celulares
diferentes. Para tal, os macrofagos foram coletados (apds eutanasia dos animais em camara de
CO»), em condigOes estéreis através da inoculacdo via intraperitoneal de 8mL de meio RPMI e
entdo, apds um minuto de homogeinizacao, o meio foi retirado e armazenado em tubo Falcon a
uma temperatura de 4°C. Posteriormente, os macréfagos foram plaqueados em uma
concentragéo final de 2x10° células/mL em placas de 96 pogos contendo meio RPMI-1640 e
suplementado com 10% de SFB inativo e incubados em estufa a 37°C e 5% de CO,. Apoés 24
horas, 0 meio foi removido e as células incubadas na presenca de varias concentracfes (3,125 —
50 ug/mL), por 48 horas. Apos o periodo de tratamento, as placas foram retiradas da estufa e
deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, 100uL de reagente CellTiter-
Glo®foi adicionado em cada poco e submetidos a agitacéo orbital por 2 minutos com a finalidade
de induzir lise das células. Para estabilizacdo do sinal luminoso, as placas foram deixadas em
temperatura ambiente por 10 minutos, e entdo foi realizada a leitura em leitor de ELISA a 562
nm. A CCso (concentragdo citotoxica para 50% das células) foi determinada por regressao linear
com limite de confianca proximo a 95% baseada na intensidade do sinal luminoso. Cada teste foi

realizado em dois experimentos independentes em quadruplicata.

3.5 Indice de Seletividade
O indice de seletividade (1Se) foi calculado dividindo-se a concentragdo citotoxica para
50% das células (CCsoy para macréfagos pela 1Cso para as promastigotas de L. amazonensis

(TIUMAN et al., 2005).

1Se = CCs0/ICso

3.6 Analise ultraestrutural das promastigotas de L. amazonensis tratadas ou nio com as

naftoquinonas.
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Formas promastigotas de L. amazonensis foram avaliadas por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET), para identificacdo de possiveis alvos intracelulares de acdo das
naftoquinonas sinéticas. Para tal, células tratadas ou ndo com 1 x ICsp € 2 X 1Cso dos compostos
estudados foram lavadas e fixadas em glutaraldeido a 2,5% diluido em tampdo cacodilato de
sodio 0,1 M (pH 7,2) durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram
lavadas no mesmo tampéo e pos-fixadas em solucéo de tetroxido de 6smio a 1%, ferricianeto de
potassio a 0,8% e cloreto de calcio a 5 mM em tampéo cacodilato 0,1 M por 1 hora. Apés a
fixacéo, os parasitos foram desidratados em concentragdes crescentes de acetona (50% -100%),
infiltrados e incluidos em epon (Fluka Analytical). Cortes ultrafinos obtidos no ultramicrétomo
(Leica EMUCSG6) foram coletados em grades de cobre de malha 300, contrastados com acetato de

uranila e citrato de chumbo, e observados ao microscépio eletronico de transmisséo.

3.7 Analise estatistica

As andlises de regressdo linear foram feitas no programa SPSS 18.0 (IBM Co., Nova

lorque, EUA). As andlises de significancia foram realizadas através do de Teste T ou ANOVA e
0 pos-teste de Bonferroni, utilizando software GraphPadPrism 5.0 (Graphpad, California, EUA).



51



52

4.1 Viabilidade celular dos grupos controle ndo tratado e controle com DMSO a 1%

Utilizamos, para todos os experimentos, um controle sem tratamento e outro controle, com
o diluente das naftoquinonas sintéticas do nosso estudo para avaliarmos a varia¢do na viabilidade
destas células, pelo método quantitativo direto (Figura 15A). Da mesma forma, avaliamos a
influé

ncia do controle com DMSO em relacdo ao controle sem tratamento, das formas

promastigotas, pelo método de inibi¢do da luminescéncia (Figura 15B).

Figura 15: Comparacdo entre 0s grupos controles e controles com DMSO a 1% das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis
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Legenda: Comparag&o entre grupos controles e grupos controles com DMSO a 1% nas formas promastigotas de L.
amazonensistas pelo teste quantitativo por contagem direta das células (A), e pelo teste de Luminscéncia, de acordo
com a intensidade de luminescéncia (B), durante 48 horas.

A relacdo entre os dois controles, sem tratamento e com diluente das naftoquinonas,
apresentou resultado significativo pelo método direto de contagem. Porém, quando comparamos
os mesmos controles dos testes realizados pelo teste de inibi¢do da luminescéncia, verificamos

nao haver diferenga significativa no nimero de promastigotas viaveis.
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Figura 16: Comparacdo entre os grupos controles e controles com DMSO a 1% das formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, de células da linhagem J774 e de macréfagos peritoneais.
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Legenda: Comparacdo entre grupos controles e controles com DMSO nas células da linhagem J774 (A) e
macrofagos peritoneais (B), ambos pelo teste de Luminscéncia, de acordo com a intensidade de luminescéncia,
durante 48 horas. Os experimentos com as promastigotas de L. amazonensis por contagem direta das células e os
experimentos com células de cultivo da linhagem J774, foram significativos (p< 0,05) em rela¢do ao controle (*).
Os grupos controle sem tratamento e grupo controle com DMSO, das formas promastigotas e dos macréfagos
peritoneais, ambos pelo método de luminescéncia, ndo apresentaram diferencas significativas.

Fonte: A autora (2014).

Para 0 modelo de macréfago de cultivo, da linhagem J774 pelo teste de inibicdo da
luminescéncia (Figura 16A), tivemos diferenca na toxicidade desses macrofagos, frente ao
diluente das naftoquinonas, quando comparado com o grupo controle sem tratamento. Porém,
comparando-se 0 controle sem tratamento, dos experimentos com macréfagos peritoneais, ao
controle com o diluente das substancias teste dos mesmos experimentos, notamos que nao houve

significancia estatistica para tal modelo celular (Figura 16B).

4.2 Atividade Leishmanicida das naftoquinonas sintéticas em Leishmania amazonensis

4.2.1 Método quantitativo direto

Todos os compostos foram capazes de causar efeito antiproliferativo em promastigotas de

L. amazonensis, nas diferentes concentragdes testadas e diferentes testes de citotoxicidade. A

concentracgdo citotoxica para inibir 50% do crescimento das formas promastigotas dessa espécie,
variou entre os compostos, num intervalo de 11,20 a 31,09 pg/mL (Figura 17).

Os compostos NAF 15, NAF 16, NAF 17, NAF 30 E NAF 31, apresentaram valores de

ICso de 24,63; 22,68; 31,09; 22,27 e 11,20 pug/mL, respectivamente, representados na figura 17.
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A naftoquinona que se mostrou com maior atividade Leishmanicida foi a NAF 31,
chegando a uma média de 83% de inibicdo, ja na concentracdo de 25 pg/mL, enquanto as demais,

nédo passaram de 67% de inibicdo nesta mesma concentracao.

Figura 17: Atividade Leishmanicida das naftoquinonas sintéticas em Leishmania amazonensis pelo método
quantitativo direto.
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Legenda: Efeito in vitro das naftoquinonas 15 A), 16 (B), 17 (C), 30 (D) e 31(E), com seus respectivos valores de
ICso, testadas em formas promastigotas de L. amazonensis em diferentes concentragdes, através do método direto,
em trés experimentos independentes em triplicata. Todos os experimentos foram significativos (p< 0,05) em relagdo
ao controle.

Fonte: A autora (2014).
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4.2.2 Teste de luminescéncia

A droga que apresentou menor citotoxicidade nas promastigotas de L. amazonensis tanto
pelo método de contagem em camara de Neubawer quanto pelo método de luminescéncia, foi a
NAF17, com valores de IC50 iguais a 31,09 e 35,82 pug/mL respectivamente para os diferentes
métodos. As demais substancias testadas, a NAF15, NAF16 e NAF30, tiveram valores de ICso
iguais a 26,64; 27,15 e 32,98 pg/mL respectivamente pelo método de luminescéncia (Figura 18).

Figura 18: Atividade Leishmanicida das naftoquinonas sintéticas em Leishmania amazonensis por luminescéncia.
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Legenda: Porcentagem de inibicdo da luminescéncia em formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com
naftoquinonas sintéticas NAF15 (A), NAF16 (B), NAF17 (C), NAF30 (D) e NAF31 (E) em diferentes concentracdes
e suas respectivas ICso. A porcentagem de inibicéo foi calculada comparando-se com a luminescéncia do controle.
Os pontos representam a média de trés independentes em triplicata + E.P.M. Todos os experimentos foram
significativos (p< 0,05) em relagdo ao controle.

Fonte: A autora (2014).
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4.3 Citotoxicidade em células de mamifero

4.3.1 Macréfagos murinos da linhagem J774

Da mesma forma que avaliamos a viabilidade celular de formas promastigotas da L.
amazonensis, utilizando o método de inibicdo da luminescéncia, avaliamos a viabilidade de
macrofagos murinos de cultivo, da linhagem J774, pelo mesmo método (Figura 19).

A substancia que teve menor intensidade do sinal luminoso, ou seja, a que se mostrou mais
toxica para as células de linhagem J774, foi a NAF31, apresentando um valor de CCsg abaixo de
3,12 pg/mL. As demais naftoquinonas, NAF 15, NAF 16, NAF 17 e NAF 30 demonstraram
valores de CCs de 8,0; 14,2; 6,2 e 7,3 respectivamente.
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Figura 19: Citotoxicidade das naftoquinonas sintéticas pelo método de luminescéncia em macréfagos murinos da
linhagem J774.
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Legenda: Efeito in vitro das naftoquinonas sintéticas sobre a producdo de ATP de macr6fagos murinos de cultivo da
linhagem J774, por ensaio de luminescéncia. A intensidade de luminescéncia foi calculada comparando os grupos
tratados com as substancias NAF 15 (A), NAF16 (B), NAF 17 (C), NAF 30 (D) e NAF 31 (E), com aintensidade de
luminescéncia do controle. Os pontos representam a média de dois experimentos independentes em quadruplicata +
E.P.M. Todos os experimentos foram significativos (p< 0,05) em relagéo ao controle.

Fonte: A autora (2014).
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4.3.2 Macrdfagos peritoneais de murinos BALB/c

Utilizamos outro modelo de celula de mamifero, para avaliar a citotoxicidade das
naftoquinonas em estudo. Optamos por células que ndo fossem de cultivo celular, escolhendo
macrofagos peritoneais, também pelo método de luminescéncia (Figura 20), semelhante a

avaliacdo de viabilidade de macr6fagos murinos de cultivo, da linhagem J774.

Figura 20: Citotoxicidade das naftoquinonas sintéticas pelo método de luminescéncia em macrofagos
peritoneais.
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Legenda: Efeito in vitro das naftoquinonas sintéticas sobre a producdo de ATP de macrofagos peritoneais, por ensaio
de luminescéncia. A porcentagem de inibicéo foi calculada comparando com a luminescéncia do controle. Os pontos
representam a média de dois experimentos independentes em quadruplicata = E.P.M. Todos os experimentos foram
significativos (p< 0,05) em relagdo ao controle.

Fonte: A autora (2014).
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Os macrdfagos peritoneais demonstraram-se consideravelmente mais resistentes, do que
quando comparamos com macrofagos de cultivo.

No modelo celular de macrofago peritoneal, a substancia que demonstrou maior acéo
citotoxica foi a NAF30, com valor de CCsp = 12,45ug/mL seguida da NAF31, que apresentou
uma citotoxicidade para 50% das células, de 13,30ug/mL, valores estes consideravelmente
maiores do que os valores encontrados quando utilizamos as células de cultivo da linhagem J774.

4.4 Indice de seletividade

Os indices de seletividade para formas promastigotas em relacdo aos macréfagos de cultivo
da linhagem J774, bem como com macr6fagos peritoneais, tanto por contagem em camara de
Neubawer, quanto por luminescéncia, estdo representados nas Tabelas 2 e 3.

Quando comparamos o indice de seletividade das formas promastigotas da espécie de
Leishmania avaliada neste trabalho, em relacdo ao indice de seletividade obtido pelo valor da
ICso obtida pelo método direto, sobre as células de cultivo da linhagem J774, os valores do ISe
diminuiram para todas as naftoquinonas sintéticas testadas. Os valores de IS encontrados para as
NAF 15, NAF 16, NAF 17, NAF 30 e NAF 31, por contagem na camara de Neubawer em relacao
as células da linhagem J774 foram 0,32; 0,62; 0,20; 0,32 e 0,28 respectivamente. Porém, esses
indices caem quando avaliamos os valores de ICso obtidos através do método de citotoxicidade
por luminescéncia, para os valores 0,30; 0,52; 0,17; 0,22, para as NAF 15, NAF 16, NAF17 e
NAF 30, e para a NAF 31, ndo foi possivel calcular o indice de seletividade, uma vez que o valor

da CCso ndo foi detectado, por estar abaixo da menor concentragdo testada.
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Tabela 2: Atividade leishmanicida e citotéxica em macréfagos J774 e indice de seletividade das naftoquinonas.
Os valores foram calculados por regressdo linear (+ desvio padréo). Todos os valores apresentam p<0,0001.
Fonte: A autora (2014).

Producgéo de ATP (luminescéncia) ComEgEm et 2T AR

Neubawer
Macrofago J774*  Promastigota Promastigota —_
CCso (ng/mL) 1Cso(pg/mL) I1Cso(pg/mL)
NAF 015 8,0 +3 26,64 +11,9 0,30 24,63 +8,9 0,32
NAF 016 14,20 +£3,8 27,15 +2,4 0,52 22,68 +5,9 0,62
NAF 017 6,20 +2,0 35,82 5,7 0,17 31,09 +3,7 0,20
NAF 030 7,30 £0,3 32,98 £3,9 0,22 22,27 6,4 0,32
NAF 031 - 23,37 7,7 - 11,2014 0,28

Tabela 3: Atividade leishmanicida e citotdxica em macréfagos peritoneais e indice de seletividade das
naftoquinonas sintéticas testadas. Os valores foram calculados por regressao linear (x desvio padrdo). Todos 0s
valores apresentam p < 0,0001.

Producéo de ATP (luminescéncia) ComEgem CEELEm EmErE e

Neubawer

Macraéfago . .

R Promastigota e Promastigota e

CCan (ugimL) ICso(pg/mL) I1Cso(pg/mL)
NAF 015 2446+29 26,64 £11,9 0,92 24,63 £8,9 1,0
NAF 016 2511 +23 27,15+24 0,92 22,68 £5,9 11
NAF 017 27,34+0,3 35,82 45,7 0,76 31,09 +3,7 0,87
NAF 030 12,45+ 5,7 32,98 +3,9 0, 37 22,27 +6,4 0,56
NAF 031 13,30+2,8 23,37 £7,7 0,57 11,20+1 4 1,18

Fonte: A autora (2014).

4.5 Analise ultraestrutural das promastigotas de Leishmania amazonensis tratadas ou nao

com as naftoquinonas 15, 16 e 17.

AlteracGes morfoldgicas das formas promastigotas de L. Amazonensis tratadas com as
naftoquinonas sintéticas (NAF 15, NAF 16 e NAF 17) foram observadas através da analise
ultraestrutural por microscopia eletrdnica de transmissdo. Parasitas controles apresentaram
morfologia e forma normais, citoplasma homogénio e eletron-denso, mitocéndria e cinetoplasto
caracteristicos e bem preservados, presenca de vacuolos e inclusdes lipidicas e nucleo evidente
(Figura 21).
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Figura 21: Forma Promastigota de L. amazonensis controle

Legenda: Promastigota controle apresentando forma alongada, cinetoplasto (K) em forma de bastdo. Nicleo
evidente (N) e citoplasma homogéneo e eletrondenso. Perfis de reticulo endoplasmatico (seta), mitocdndria (M) e
inclusdes lipidicas (L) também podem ser observados.

Fonte: A autora (2014).

Formas promastigotas tratadas com NAF 15, NAF 16 E NAF 17 mostraram efeitos
semelhantes, embora com diferentes niveis de alteracdes variando de acordo com a concentracdo
e a naftoquinona testada. As alteragcdes mais observadas foram: desorganizacéo geral da célula
com consideravel aumento do volume celular, aparecimento de espacos eletron-luscentes no
citoplasma, inchago e desorganizacdo da estrutura da mitocondria, com vesiculizagdo em seu
interior, aumento das inclusdes lipidicas e aparecimento de vactolos com perfis de membrana
(Figuras 22, 23 e 24).
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Figura 22: Formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com a 1Cso de NAF 15.

a \ b

Legenda: Promastigotas tratadas com a 1Csp de NAF 15. (a) Célula apresentando grandes vacuolos no citoplasma
(*), intumescimento da mitocondria (M) e nicleo desorganizado (N). (b) Detalhe de uma célula com uma intensa
desorganizacdo interna, e perda de material citoplasmatico (*). Mitocdndria intumescida (M) com vesiculizagdo das
cristas mitocondrias (seta). (c). Detalhe da promastigota mostrando a presenca de reticulo endoplasmatico
circundando organelas (seta). (d) Célula com um grande aumento de volume da mitocdndria (M), presenca de
vacutolos com material em seu interior (V), aumento das inclusdes lipidicas (L) e vesiculiza¢do do citoplasma (*).
(e) Célula drasticamente alterada com perda de contetido citoplasmaética, presenca de vactolos (V), mitocéndria
intumescida com perda de matriz (M) e inclusdes lipidicas preservadas (L).

Promastigotas tratadas com 2 x ICso da NAF 15, demonstraram alteracdes significativas
na mitocéndria, com intumescimento e desorganizacdo da mesma, além do inchago mitocondrial
e desorganizacdo das cristas mitocondriais. Também foi possivel observar desorganizacdo do
citoplasma, e estrutura semelhante a vesicula autofagica com grande quantidade de material

citoplasmatico em seu interior (Figura 23)
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Figura 23: Formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com 2X a ICsp da NAF 15
a

Legenda: Promastigotas tratadas com 2 x I1Cso de NAF 15(a) Tratamento com 2 x I1Cso de NAF 15induziu o
intumescimento da mitocdndria e desorganizacéo das cristas mitocondriais (M),aumento das inclusdes lipidicas (L).
Presenca de estrutura semelhante a vesicula autofigica com grande quantidade de material citoplasmatico em seu
interior (*)e vesiculas (seta). (b) Detalhe de uma célula mostrando o inchago da mitocéndria(M) com a presenca de
membrana em seu interior (seta). (c) Promastigota com desorganizacdo das cristas mitocondriais formando
membranas concéntricasno interior desta organela (seta). Nota-se a presenca de perfis de reticulo endoplasmaético
circundando nucleoplasma (*) e presenca de inclusdo lipidica(L). (d)Célula com desorganizagdo do citoplasma,
surgimento de espacos eletronluscentes com perfis membranosos em seu interior (*) e intumescimento da
mitocondria (M).

Fonte: A autora (2014).

Além destas alteragdes, células tratadas com a ICso de NAF 16 e NAF 17 apresentaram
desorganizacdo do complexo de Golgi, entumescimento do reticulo endoplasmaético,
desorganizacdo das cristas mitocondriais com formacéo de membranas concéntricas no interior

desta organela semelhantes a figuras mielinicas (Figura 24). O efeito com 2 x ICso de NAF 16 e

NAF 17 foi totalmente deletério para os parasitas, com auséncia de células integras.
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Figura 24: Efeito de 1X a 1Cso das naftoquinonas 16 e 17 sobre promastigotas de Leishmania amazonensis.

Legenda: (a-c) Promastigotas tratadas com a ICso de NAF 16. (a) Célula com desorganizacdo do citoplasma,
surgimento de grandes vacuolos com perfis membranosos em seu interior (*), reticulo endoplasmatico intumescido
e localizado abaixo da membrana plasmética (seta).(b) Promastigota mostrando desorganizacdo e ruptura do
complexo de golgi(CG), fragmentacéo do material do acidocalcisoma (*), intumescimento da mitocondria (M) e do
reticulo endoplasmatico (cabeca da seta) e ondulagdo da membrana plasmatica (seta).(c) Detalhe mostrando células
em avangado estagio de desintegracdo (setas). (d-e) Promastigotas tratadas com a 1Csp de NAF 17. (d) Observam-
se drésticas alteracfes no parasita como perda de material citoplasméatico com a presenca de vactolo com grande
quantidade de perfis de membrana em seu interior (seta). (¢) Promastigota com desorganizacdo do complexo de
golgi(CG), intumescimento da mitocdndria com perda das cristas mitocondriais (seta) e vesiculizagdo na regido da
mitocdndria préxima ao cinetoplasto (*).

Fonte: A autora (2014).
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5.1 Comparacéo entre controle e controle com DMSO a 1%

Os compostos foram diluidos em DMSO em uma concentracéo final de 1%. A definicéo
sobre qual concentracao final deve ser utilizada deste diluente para que ndo haja influéncia deste
nos resultados da citotoxicidade, ainda é muito divergente entre os trabalhos.

Alguns autores citam que, para atividade Tripanocida, a concentracédo final de DMSO para
as solucoes finais de diferentes quinonas, ndo deve exceder 0,5%, pois ja seria danoso para as
células (SILVA JUNIOR, 2010; MENNA-BARRETO et al, 2009).

O grupo de pesquisa de Lima (2004), utilizou 1,4% de DMSO em seus experimentos para
testar atividade Leishmanicida do Lapachol, isolapachol e dihidrolapachol e afirmou que essa
concentracdo ndo foi toxica para os parasitas, baseando-se em outro autor e colaboradores, 0
Canto-Cavalheiro et al, 1997, afirmaram que essa concentracdo nao é danosa para 0 modelo
bioldgico experimental.

Outros pesquisadores utilizaram uma concentracao de 1% de DMSO, e ndo relatam efeitos
deletérios, como demonstra o grupo de Ribeiro e colaboradores, 2009.

Os resultados encontrados neste trabalho reforcam a ideia de que, quando optamos por
trabalhar com um diluente para nossas substancias teste, que este diluente se mostra com valores
toxicos bastante controversos na literatura, € importante que tenhamos sempre um grupo controle
com as células alvo e o diluente na concentracdo maior a ser utilizada.

Estes resultados indicaram ainda que, além da concentracdo final do diluente, é importante
lembrar que essa resposta citotdxica também pode variar de acordo com o modelo experimental
utilizado, ou seja, a morte celular apresentada no grupo controle com solvente das drogas testes,
pode ter valores estatisticamente significativos, dependendo da célula testada (demonstrado nos
grupos de células de cultivo, principalmente dos macréfagos murinos de cultivo, da linhagem
J774) (WEYERMANN et al, 2004).

Alguns estudos demonstraram que 0 DMSO pode potencializar o efeito da droga teste, o
que acreditamos que pode ter acontecido com as NAF 15 e NAF 31 nas células da linhagem J774,
uma vez que elas ja se mostraram mais intolerantes aos efeitos das naftoquinolonas (CORTES et
al, 2012; WEYERMANN et al, 2004).

Diversos trabalhos citam que a potencializacdo de drogas pelo DMSO, tanto pode ser
positiva, atuando como coadjuvante na eliminacdo de radicais livres produzidos pelos
microrganismos, como pode ser negativa, pois combinado com agentes toxicos, a toxicidade do
DMSO que, a principio era considerada baixa, pode aumentar significativamente, pelo seu efeito

farmacologico importante de auxiliar a penetracdo rapida e acentuada de outras substancias
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através das membranas biolégicas (BRAYTON, 1986; MUYR, 1996: CORTES, 2008:
CARDOSO 2008). Dessa forma, o fato das células de linhagem J774 terem sido significativas
estatisticamente quando comparamos o controle sem tratamento e o controle com DMSO, reforca
a ideia de que células de cultivo sdo mais sensiveis do que os macrofagos peritoneais. Os valores
de CCspo consideravelmente mais baixos no modelo celular de cultivo, quando se compara aos
macrdfagos peritoneais, vém reforcar ainda mais essa concluséo, uma vez que esses modelos de
cultivo se mostraram bem mais sensiveis a toxicidade ndo s6 das naftoquinonas testadas, mas

também ao diluente das drogas, 0 DMSO.

5.2 Atividade Leishmanicida das naftoquinonas sintéticas em Leishmania amazonensis

Neste estudo, selecionamos a L. amazonensis para nossos experimentos in vitro pois apesar
de ndo ser a espécie de Leishmania mais fatal, causa sérias lesGes desfigurantes em animais, bem
como nos seres humanos, ocasionando grande impacto psicossocial do individuo (GONTIO E
CARVALHO, 2003; BASANO, 2004; CAMARGO, 2003; BARRETO, 1984; SOUZA A.,
2009). Além disso, a Leishmaniose Cutanea € a mais amplamente distribuida no mundo, e além
do Brasil encontra-se junto com Afeganistdo, Argélia, Coldmbia, Costa Rica, Etidpia, Ird, Peru,
Suddo e Siria, com 70 a 75% da incidéncia global estimada para LC (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2014).

As drogas utilizadas atualmente ocasionam diversos efeitos colaterais e vém demonstrando
resisténcia dos parasitas a esses medicamentos, como o0s antimoniais pentavalentes (AMATO et
al, 2008; OUWELLETTE et al, 2004). Para isso, avaliamos in vitro a atividade de cinco
naftoquinonas derivadas do lapachol, no intuito de descobrir novas alternativas através de
screening sobre as leishmanias.

Nossos compostos demonstraram importante atividade leishmanicida das cinco
naftoquinonas sintéticas testadas (NAF 15, NAF 16, NAF 17, NAF 30 e NAF31) nas formas
promastigotas de L. amazonensis. A NAF 31 teve a maior acdo leishmanicida, porém, nos dois
modelos de macrdfagos testados, elas demontraram-se bastante citotoxicas, corroborando com
Kayser e colaboradores 2000, quando afirmam que o potencial da utilidade das naftoquinonas é
limitada, pela sua alta citotoxicidade. Entretanto, a droga bastante utilizada atualmente como
drogas de segunda escolha para o tratamento da Leishmaniose em humanos, quando o paciente

ndo responde ao tratamento de primeira escolha com o0s antimoniatos pentavalentes, a
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Pentamidina (SUNDAR, 2010), foi demonstrado, ser altamente tdxica in vitro contra macréfagos
peritoneais, assim como in vivo por Temporal e colaboradores (2002).

As naftoquinonas e seus derivados tém sido estudadas como agentes leishmanicidas, tanto
in vitro, quanto in vivo (LOISEAU, 2011; DA SILVA et al, 2009; LIMA et al, 2004,
NAKAYAMA et al, 2005; TEIXEIRA et al,2004).

No estudo da Teixeira 2001, eles demonstraram que o Lapachol teve maior atividade anti-
amastigota e foi menos citotoxico para os macrofagos do que o Pentostan (estibogluconato de
s0dio), um dos antimoniais pentavalentes utilizados atualmente no tratamento das
Leishmanioses.

Lima e colaboradores (2004) demonstraram atividade leishmanicida do Lapachol, do
isolapachol e diidrolapachol, juntamente com derivados solUveis (sal de potassio) e acetato. Os
compostos foram testados sobre formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis Todos
0Ss compostos apresentaram atividade leishmanicida significativa, sendo o acetato isolapachol o
mais promissor, com ICso em 24 horas de 1,6 pg/mL e 3,4 pg/mL para as L. amazonensis e
braziliensis respectivamente.

Em um estudo realizado in vitro sobre a atividade tripanocida do Lapachol e outras
naftoquinonas, usando Tripanosoma cruzi e Crithidia fasciculata, foi observado que o Lapachol
tem pouca atividade e os mais ativos sao a -lapachona e alil- B-lapachona (LOPES et al,1978;
TEIXEIRA, et al, 2001).

O principal mecanismo proposto para a acdo Leishmanicida das naftoquinonas é a
estimulacdo do estresse oxidativo e alquilacdo de nucledfilos celular, que abrangem uma grande
variedade de biomoléculas. Espécies reativas de oxigénio (ROS) podem reagir diretamente com
0 DNA, lipidos e proteinas, conduzindo a danos celulares (PINTO e CASTRO, 2009; SILVA et
al, 2003). Santana e colaboradores propuseram que o Lapachol tem mecanismo de acédo
semelhante a outras quinonas (benzoquinonas) como inibidor da oxidacdo e fosforilacdo
mitocondriais.

Diversos pesquisadores tém estudado a influéncia de diferentes substituintes em varias
posicBes diferentes de moléculas de naftoquinonas sintéticas (TIKKANEN et al., 1983; DA
COSTA MEDINA et al, 2008). Assim, as naftoquinonas estudadas podem vir a serem potentes
agentes Leishmanicidas, talvez com modificagfes em sua estrutura quimica, para tentar
minimizar seus efeitos toxicos ou através de veiculos que minimizem sua citotoxidade na célula
hospedeira como por exemplo, nanoparticulas.

Acredita-se que o antimoniato de meglumine pentavalente, droga de escolha atualmente
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para as leishmanioses, seja reduzido a antimoniato trivalente e este apresente atividade
Leishmanicida. PropGem-se que esta reducdo ocorra no citoplasma do macrofago ou diretamente
na membrana do protozoario na forma amastigota (OUELLETTE, 2004)

As cinco naftoquinonas testadas neste trabalho sao hidroxinaftoquinonas, porém derivadas
do Lapachol, e todas elas demonstraram atividade leishmanicida concentragcdo-dependente sobre
a L. amazonensis. Algumas hidroxinaftoquinonas, como o Atovaquone, mostrou ter uma
atividade concentracdo-dependente contra Leishmania infantum (JERNIGAN et al. 1996),
enguanto que a atividade in vivo em um modelo murino manteve-se baixa (CAUCHETIER et al.
2000).

5.3 Comparacdo da atividade citotoxica pelo teste de contagem direta em camara de
Neubawer e o teste de luminescéncia

Nos nossos experimentos, tivemos diferencas estatisticas significativas no valor da concentracao
da droga que mata 50% das células, quando avaliamos esses valores pelo método de contagem direta
em camara de Neubawer, uma vez que, a avaliagdo da citotoxicidade das naftoquinonas, pelo
método de contagem na camara de Neubawer, apresentou valores de 1Cso mais baixo, para todos
0s compostos, quando comparado ao método de luminescéncia.

Atualmente, tem crescido a diversidade de testes de citotoxicidade para determinar a
concentracdo citotoxica de diversas substancias. Contudo, esses testes sdo frequentemente
instaveis ou requerem amostras celulares consideravelmente altas e consomem muito tempo para
serem executados

A ICs para as promastigotas, quando avaliada por método direto em cdmara de Neubawer,
tiveram valores menores, para as cinco naftoquinonas, quando comparamos com o valor da IC
por teste de inibicdo da luminescéncia. Esses resultados confirmam uma maior especificidade do
teste de luminescéncia, para avaliacdo de citotoxicidade em modelos bioldgicos, concordando
com Weyermann e colaboradores, 2004, quando este grupo de pesquisadores comparou quatro
métodos de citotoxicidade diferentes e chegaram a conclusdo de que a avaliacdo por teste de
inibicdo da luminescéncia foi a de maior sensibilidade. O teste de citotoxicidade por
luminescéncia, exige a adicdo de um Unico reagente, sem a necessidade de lavagens das células
ou retirada do meio de cultivo, além de ndo se fazer necessaria inimeras pipetagens, minimizando

a probabilidade de erros, fornecendo resultando mais seguros, corroborando com Cunha et al,
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2013, quando afirmam que o teste rapido baseado em ATP-bioluminescéncia é um teste mais
sensivel, especifico e de rapida execucao.

Mueller e colaboradores (2004) compararam trés métodos de avaliacdo de citotoxicidade:
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), ATP e calceina) em celulas
tumorais. Eles observaram que os resultados foram semelhantes entre os trés métodos. Porém,
eles enfatizaram as vantagens e desvantagens de cada método. O método de citotoxicidade por
calceina requer muito mais tempo para o periodo de incubagédo das amostras, quando se compara
com 0s métodos MTT e ATP. Eles também enfatizaram, a desvantagem do método MTT pois
alegam que os danos mitocondriais podem diminuir a capacidade do MTT ser reduzido a sais de
Formazan. Também afirmam que o método de ATP foi 0 mais sensivel dos trés métodos descritos
e, 0 rapido resultado por este método, reforca a maior vantagem deste, como método de avaliacéo
de citotoxicidade. Porém, a desvantagem dele é o alto custo.

Corroborando com Parvez e colaboradores, (2006), nossos estudos reforcam que testes de
citotoxicidade através de inibicdo da luminescéncia por quantificacdo de moléculas de ATP sdo
testes mais sensiveis, rapidos e faceis de serem executados.

Para trabalhar com teste de citotoxicidade, deve-se avaliar também que resultados falso-
positivos podem ocorrer, bem como falso-negativos, dependendo do modelo celular que estamos
avaliando, corroborando com Parvez e colaboradores, 2006.

Em nosso estudo, no entanto, utilizamos um teste de citotoxicidade verificando a
intensidade da luminescéncia, que utiliza uma luciferase estavel, Photurispennsylvanica
(LucPpe2) As caracteristicas Unicas deste projeto mutante (LucPpe2m) permitiu uma abordagem
Unica de um reagente Gnico, mais estavel e promovendo reacdo mais homogénea. Propriedades
deste KIT de luminescéncia, permite que este reagente supere os problemas causados por fatores
como ATPases, que interferem na medicdo do ATP em extratos celulares. O reagente fornece
uma luminescéncia sensivel e estavel para realizar ensaios de ATP, que demonstrou diferenca na
concentragdo citotdxica necessaria das naftoquinonas para matar 50% das células da linhagem
J774, aparentando uma maior sensibilidade dessas células de linhagem, em relacdo aos
macrofagos peritoneais, Ao avaliarmos essas células em Microscopio 6ptico invertido, as
mesmas encontravam-se bastante disformes e bastante vacuolizadas, nas duas menores
concentragcdes (3,12 e 6,25ug/mL). Nas concentracbes de tratamento de 12,5 25 pg/mL,
observou-se um numero bem reduzido de celulas integras, chegando a nenhuma célula na
concentragéo de 50 pg/mL.

Nossos resultados vao de encontro ao que Andreotti e Cree (1997) sugeriram, pois eles

acreditam que células naturais sdo mais susceptiveis de apresentarem resisténcia a toxicidade do
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que linhagens celulares. Estes autores acreditam que este fato é frequentemente devido as
condigdes de elevada taxa de crescimento em que as células de linhagem séo cultivadas . Uso de
meios livres de soro e sem fatores de crescimento adicionados diminuem a taxa de crescimento
e podem alterar a sensibilidade a farmacos citotoxicos. Contudo, nossos resultados, utilizando
teste de luminescéncia, que tem sido confirmado por diversos autores como sendo um metodo
bastante sensivel e confidvel, demonstraram o contrario, pois as células de linhagem J774,
qguando expostas as substancias testadas, tiveram valores de ICsg, para todas as substancias,
consideravelmente menores, do que os valores de ICso expressados pelos macréfagos
peritoneais,que apresentaram valores de CCso bem acima dos valores apresentados pelas células
de linhagem. Sugerindo assim, uma maior susceptibilidade das células de linhagem a acgdo

citotoxica das drogas testes.

5.4 Avaliacgao ultraestrutural das promastigotas de Leishmania amazonensis tratadas

ou nio0 com as naftoquinonas.

A microscopia eletrénica tem se mostrado uma ferramenta Gtil e confiavel na investigacdo
de novos farmacos para leishmanioses, tanto para avaliar as alteracbes morfoldgicas quanto
identifcar as organelas-alvo. Neste estudo foi possivel observar que as formas promastigotas de
L. amazonensis tratados com Naftoquinonas sofreram notaveis alteracbes morfoldgicas em
comparagdo com parasitas ndo tratados. Tais alteracGes encontradas foram geralmente comuns
a todas as naftoquinonas testadas, embora o grau de severidade variasse em funcédo do tipo e das
concentracgdes testadas, de maneira dose dependente.

As alteracdes morfologicas mais significativas foram desorganizacéo geral da célula com
consideravel aumento do volume celular, aparecimento de espacos eletron-luscentes no
citoplasma, inchago e desorganizacdo da estrutura da mitocondria, com vesiculagdo em seu
interior, aumento das inclusdes lipidicas e aparecimento de vactolos com perfis de membrana.
esvaziamento do citoplasma, e comprometimento da membrana celular.

A NAF 16 causou alteracBes ultraestruturais mais significativas, em relacdo as
promastigotas tratadas com a NAF 17, com diferentes niveis de alteragcdes, onde a maioria das
celulas mostram-se ja destruidas. Uma vez que, o valor para ICso da NAF 16 (27,15ug/mL) foi
menor do que o valor de ICso da NAF 17 ( 35,82 pg/mL). Dessa forma, a NAF 16 demonstrou

ser mais potente contra formas promastigotas de L. amazonensis do que a NAF 17.
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Alteragdes na mitocondria como o intumescimento da mesma, desorganizagao de cristas
mitocondriais foram observadas nas formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com 2 x
ICso da NAF 15. Além disso, pode-se observar uma expressiva diminuigdo no numero de células
e estrutura semelhante a vesicula autofagica com grande quantidade de material citoplasmatico
em seu interior, alteracdes sugestivas de morte celular por autofagia. Da Silva e colaboradores
(2009) afirmam que as naftoquinonas sdo conhecidas pela inibicdo do complexo das
topoisomerases, ocasionando o desencadeamento da morte celular. Reis e colaboradores (1999)
sugerem que desordens na matriz mitocondrial podem estar relacionadas ao estresse oxidativo,
além disso, as alteragdes na mitocondria pode sugerir um efeito sobre os componentes estruturais
desta organela, possivelmente proteinas ou enzimas de membrana. Segundo Santa-Rita et al.
(2004).
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- A substancia NAF15 (Cz2H32N20z3) foi a que apresentou melhor a¢do Leishmanicida e
apesar das drogas terem tido indice de seletividade abaixo de 1, todas elas apresentaram a¢do
leishmanicida importante, o que nos fornece a possibilidade de termos um bom indice de
seletividade em formas amastigotas em futuros estudos.

- A comparacdo entre métodos quantitativos de citotoxicidade para formas promastigotas
de L. amazonensis submetidas a diferentes concentragdes de naftoquinonas sintéticas derivadas
do lapachol, demonstrou que o teste de luminescéncia foi mais sensivel.

- Macréfagos de linhagem J774 foram menos resistentes as diferentes naftoquinonas
testadas, quando comparados com macréfagos peritoneais.

- Andlises ultraestruturais das naftoquinonas testadas mostraram severas alteracdes nas

formas promastigotas de L. amazonensis compativeis com a perda da viabilidade e morte celular.
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