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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca causada por parasitas do género Leishmania, transmitida
pela picada de flebotomineo fémea infectado. Infec¢cbes humanas podem manifestar-se de
diferentes formas, como leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). O
tratamento se d& por antimoniais pentavalentes que, apesar da eficacia, apresentam efeitos
colaterais e vias de administracdo com necessidades de internacéo e acompanhamento clinico
por profissionais da area de saide. A Quimica Inorganica Medicinal oferece possibilidades de
pesquisa, e 0S metais apresentam vantagens sobre farmacos ja existentes, dentre os quais a prata
e seus ions destacam — se por sua diversidade de atividade antimicrobiana e baixa citotoxicidade
relatados. O objetivo deste trabalho foi estudar a atividade citotoxica, o efeito in vitro de
complexos metalicos a base de prata (Agl e Ag2) contra as formas promastigotas e amastigotas
de Leishmania (Leishmania) amazonensis e L. (Viannia) guyanensis, e avaliar a atividade de
dois géis, um contendo o complexo Agl e outro contendo complexo Ag2 incorporados, no
tratamento de lesBes causadas por essas espécies em animais de experimentacdo - hamsters
dourados (Mesocricetus auratus). Os complexos foram sintetizados pela equipe do ICMATE,
Padua - IT e encaminhados para os testes bioldgicos no INPA. Os complexos foram avaliados
in vitro frente a formas promastigotas e amastigotas de Leishmania spp., estas Ultimas
interiorizadas em cultivos primarios - macrofagos peritoneais murinos e mondécitos humanos.
A atividade citotoxica dos complexos a essas células foi realizado por método colorimétrico,
com reagente Alamar Blue®. Para os teste in vivo, foram preparados géis base e incorporados
os complexos metalicos. Os animais foram infectados com promastigotas de Leishmania spp.
Apbs aparecimento da lesdo foi iniciado o tratamento topico por 30 dias seguidos, com 0s géis
formulados. Contra formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, ambos complexos
apresentaram reducdo no numero de parasitas viaveis, principalmente para o complexo Ag2
(ICso <10), ja contra formas amastigotas, o complexo Agl apresentou maior reducdo de
macréfagos e mondcitos infectados (IC50 6.09 e 23.28, respectivamente). Contra a espécie L.
(V.) guyanensis o complexo Ag2 apresentou atividade anti-Leishmania em formas amastigotas
interiorizadas em macrofagos, com reducdo das células infectadas. Em testes citotdxicos o
complexo Ag2 ndo apresentou citotoxicidade para ambos os tipos celulares. O complexo Ag2
apresentou o indice de seletividade (IS) mais toleravel dentre todos, quando avaliados em
macrofagos peritoneais. Quanto ao tratamento tdpico, o melhor resultado foi utilizando o
complexo Ag2 em infecgéo causada por L. (L.) amazonensis, com reducdo do volume da lesdo
apos o 14° dia de tratamento, a qual também apresentou menor carga parasitaria em cultivo
parasitario. Com base nesses resultados, € possivel inferir atividade anti-Leishmania pelos
complexos de prata, devendo-se levar em consideracdo que tal atividade esta relacionada com
a espécie, forma evolutiva do parasita e o tempo de tratamento.

Palavras — chave: Leishmaniose, Tratamento, Complexos metélicos, Prata



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of the genus Leishmania, transmitted by the bite
of an infected female sandfly. Human infections can manifest in different ways, such as
Cutaneous Leishmaniasis (CL) and Visceral Leishmaniasis (VL). Treatment is by pentavalent
antimonials that, despite their effectiveness, have side effects and routes of administration that
require hospitalization and clinical follow-up by professionals. Medicinal Inorganic Chemistry
offers research possibilities, and metal have advantages over existing drugs, among which silver
and its ions stand out for their reported diversity of antimicrobial activity and low citotoxicity.
The objective of this work was to study the citotoxic activity, the in vitro effect of metallic
complexes based on silver (Agl and Ag2) against the promastigote and amastigote forms of
Leishmania Leishmania) amazonensis and L. (Viannia) guyanensis, and evaluate the activity of
two gels, one containing the Agl complex and the other containing the Ag2 complex
incorporated, in the treatment of lesions caused by these species in experimental animals -
golden hamsters (Mesocricetus auratus). The complexes were synthesized by the ICMATE
team, Padua — Italia and sent for biological tests at INPA. The complexes were evaluated in
vitro against promastigote and amastigote forms of Leishmania sp., the latter internalized in
primary cultures - murine peritoneal macrophages and human monocytes. The cytotoxic
activity of the complexes to these cells was performed by colorimetric method, with Alamar
Blue® reagent. For in vivo tests, base gels were prepared and metal complexes were
incorporated. The animals were infected with Leishmania sp. After appearance of the lesions,
the topical treatment was started for 30 consecutive days, with the formulated gels. Against
promastigote forms of L. (L.) amazonensis, both complexes showed a reduction in the number
of viable parasites, mainly for the Ag2 complex (ICso <10), whereas against amastigote forms,
the Agl complex showed a greater reduction in infected macrophages and monocytes (IC50
6.09 and 23.28, respectively). Against the species L. (V.) guyanensis, the Ag2 complex showed
anti-Leishmania activity in amastigote internalized in macrophages, with reduction in infected
cells. In cytotoxic teste, the Ag2 complex did not show cytotoxicity for both cell type. The Ag2
complex showed the most tolerable selectivity index (IS) among all when evaluated in
peritoneal macrophages. As for topical treatment, the best result was using the Ag2 complex in
infection caused by L. (L.) amazonensis, with a reduction in the volume of the lesion after the
14th day of treatment, which also showed a lower parasitic load in parasite culture. Based on
these results, it is possible to infer anti-Leishmania activity by silver complexes, taking into
account that such activity is related to the species, evolutionary forms of the parasite and time
treatment.

Keywords: Leishmaniasis; Treatment, Metal complexes, Silver
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1.0. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecciosas, cronicas, ndo contagiosas ao homem,
desencadeadas por parasitas do género Leishmania, transmitidas de animais infectados para
humanos pela picada do inseto flebotomineo. Manifesta - se nas formas Tegumentar (LT),
Mucocutanea (LM) e Visceral (LV). A doenca apresenta — se em diferentes formas clinicas,
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da relagdo do parasita com o hospedeiro
(GOTO e LINDOSO, 2012; ALEMAYEHU e ALEMAYEHU, 2017).

Parasitas do género Leishmania sdo protozoarios com ciclo de vida digenético
(heteroxénico), vivendo de forma alternada em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, sendo
estes responsaveis pela transmissdo do parasita entre as espécies de mamifero. Diversas
espécies estdo envolvidas na etiologia da doenca no Brasil. No Estado do Amazonas, sdo
encontradas Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L. (V.) naiffi (KAYE; SCOTT, 2011).

As moléstias apresentam formas clinicas distintas. O aspecto clinico da LT em
humanos inclui as formas clinicas: cutanea (LC), cutanea disseminada (LCD) e mucocutanea
(LM). As manifestacbes clinicas da doenca sdo determinadas pelas caracteristicas do
hospedeiro, espécie de Leishmania presente e resposta imune do individuo infectado (LUQUE-
ORTEGA, 2010; MICHEL et al.; 2011).

Os farmacos utilizados para o tratamento da LT pertencem a classe dos antimoniais,
antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o isotionato de pentamidina (Pentacarinat®).
Ambos apresentam toxicidade e casos de falha do tratamento, seja por resisténcia de
determinadas cepas do parasita, quanto por baixa atividade em pacientes imunodeprimidos ou
descontinuidade do tratamento devido aos efeitos colaterais. Isso estimula a busca por novas

formas de tratamento e novas substancias com acgdo anti-Leishmania, bem como formas
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farmacéuticas menos efeitos colaterais na administracdo (CROFT e SUNDAR 2006).

A utilizacdo de metais como farmacos apresenta potencial para aumentar o conjunto de
drogas disponiveis para tratamento de uma série de enfermidades, dentre elas a leishmaniose.
A interacdo entre ion metalico e ligante possibilita obter compostos com extensa variedade,
estados de oxidacdo e geometrias (BRUIJNINCX e SADLER, 2008; SEGURA et al., 2014).

E visto na literatura relatos da complexac&o de ion metalicos, estabelecendo a formacao
do complexos com atividade antibacteriana (VIEIRA et al., 2009), antifungica (GUO, 1999),
antiparasitaria (BAIOCCO et al., 2011; ALLAHVERDIYEV et al., 2011; JOB et al., 2014) e
anticancerigena (SANTINI et al., 2011). A capacidade do ligante em formar quelato com metal
favorece atividade biologica de complexos metalicos (ROCHA, 2011; SEGURA et al., 2014).

Dos metais utilizados como farmaco, a prata chama atencao devido as propriedades
médicas e quimicas, como atividade antibacteriana, resisténcia a oxidacdo e condutividade
térmica (LEE, 2007). A prata exibe baixa toxicidade em humanos, quando absorvida, entra no
sistema circulatorio complexada a proteinas, sendo assim rapidamente eliminada pelo figado
pelos rins (HADRUP e LAM, 2014). O estudo de Greulich (2013) confirmou que uma possivel
citotoxicidade da prata foi demonstrada apenas em estudos in vitro.

Entretanto, a exposicao crénica pode levar a deposicdo de particulas de prata na pele
(argiria) e outros 6rgdos. Devido a isso, a preocupacdo atual é desenvolver complexos que

liberem de forma lenta os ions de prata no organismo (BRANDT et al., 2005).

Com base nos resultados dos complexos metéalicos a base de prata realizados
anteriormente em dissertacdo de mestrado de Soldera (2015), contra L. (L.) amazonensis Ag:

apresentou atividade contra forma promastigota (1Cso 14,53 uM/mL) e amastigotas houve 25%
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de macrofagos infectados, contra L. (V.) guyanensis contra formas promastigota e amastigota
os complexos ndo apresentaram atividade (ICso >60 uM/ mL), o presente estudo busca dar
continuidade nos testes e tem como objetivo avaliar a atividade in vitro e in vivo anti-
Leishmania de dois complexos metélicos a base de prata, contra as espécies L. (L.) amazonensis

e L. (Viannia) guyanensis, causadoras das formas cutaneas da leishmaniose no Brasil.
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2.0.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leishmaniose

O termo Leishmaniose engloba um complexo de doencas infecto-parasitarias,
causadas por parasitas do género Leishmania, subgéneros Leishmania ou Viannia, que possuem
como vetores espécies diversas de insetos, conhecidos como flebotomineos. A doenca pode
manifestar - se sob duas formas clinicas, que possuem carater distinto, leishmaniose visceral
(LV) e leishmaniose tegumentar (LT), com distribui¢éo pelo mundo, apresentando espécies dos
parasitas restritas a determinadas localidades (GOTO, 2010).

Os pesquisadores, Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, Wright, Lindenberg e
Vianna, ao fim do século XIX, de forma independente, conseguiram identificar o parasita
causador da leishmaniose. Ronald Ross quem atribuiu 0 nome ao género Leishmania, Nicolle,
em 1908, sugeriu que os cdes poderiam contribuir para dispersao dos parasita (OMS, 2010).

No Brasil, Moreira, em 1895, pela primeira vez identificou a existéncia endémica do
“Botao da Bahia”, mas a confirmagdo de parasitas da leishmaniose em tlceras cutaneas ou
nasobucofaringeas se deu no ano de 1909, quando Lindenberg identificou o parasita em
trabalhadores em areas de desmatamento em uma construcdo de ferrovia, no interior do estado
de Sdo Paulo. O diagndstico da forma mucosa da doenca foi realizada por Splendore, em 1911,
e Gaspar Viana atribuiu ao parasita 0 nome a espécie Leishmania braziliensis. Aragdo, em
1922, demonstrou a atuacdo de flab6tomos na transmissao de leishmaniose tegumentar (OMS,
2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2020), a leishmaniose esta entre as
protozoonosse mais importantes, e esta entre as dez principais doencas negligenciadas, devido
aos limitados recursos investidos em seu diagnostico, tratamento, controle e pelo fato de estar
ligada diretamento com a populacdo de baixa rensa, sendo a maioria em paises em

desenvolvimento (Figura 1) [LINDOSO, 2009; ALVAR et al, 2012].
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Figura 1: Numero total de casos no Mundo de Leishmaniose Cutanea em 2020.
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A LT manifesta — se nas formas cutaneas, localizada e/ou difusa e cutdneo-mucosa, oral
ou nasal. Diferentes formas clinicas da doenca podem ser observadas, com base na espécie de
parasita envolvido na infec¢cdo ou no perfil genético e imunolégico do hospedeiro. A doenca
entdo pode variarm entre a forma benigna, caracterizada pela presenca de uma Unica Ulcera
cutanea localizada, pondendo curar — se de forma espontéanea e de doneca cronica, latente e com
tendncia de disseminacdo (SOUZA, 2010). A LT é conhedica no Novo Mundo como
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sendo, de acordo com as manifestacées clinicas,
caracteristicas

Histopatoldgicas e resposta imunoldgica do hospedeiro contra o parasita, podendo ser

classificada em cuténea localizada (LC), mucocutanea (LM) e cutanea difusa (LCD) [SILVEIRA
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et al. 2009; CROFT e OLLIARO, 2011].

Sdo conhecidas diversas espécies do parasita capazes de provocar a doenca em
humanos, as quais apresentam distribuicdes geogréaficas também diversas, e essa diversidade
de espécies e formas clinicas estdo listadas na tabela 1, ressaltando o fato da importancia da
espécie de Leishmania envolvida na infec¢do, bem como da resposta imunoldgica desenvolvida

pelo hospedeiro (REITINGER et al., 2007).

Tabela 1: Principais espécies do género Leishmania e Viannia que causam doenca em humanos e suas formas clinicas*
Forma Clinica Distribuigdo Geografica Subgéneros Espécie

L. (L.)major
Velho Mundo L. (L.) tropica
L. (L.) aethiopica
Leishmaniose
Tegumentar Leishmania
(LT) L. (L.) mexicana
Novo Mundo L. (L.) amazonensis
L. (L.) venezuelensis

L. (V.) braziliensis
L. (V.) colombiensis
Leishmaniose L. (V.) guyanensis
Tegumentar e L. (V.) panamensis
Mucocuténea Novo Mundo Viannia L. (V.) peruviana
(LT/LM) L. (V.) lainsoni
L. (V.) naiffi
L. (V.) shawi
L. (V.) lindenbergi
Leishmaniose Velho Mundo L. (L.) donovani
Visceral Leishmania L. (L.) infantum
(LV) Novo Mundo L. (L.) chagasi

*Adaptada de REITHINGER et al. (2007).
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2.2. Agente Etioldgico

A Leishmania, parasita causador da leishmaniose, pertence a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, género Leishmania e subgéneros Leishmania ou Viannia, os quais
infectam um hospedeiro vertebrado, animais e humanos. A forma promastigota (Figura 2A),
com corpo alongado e flagelo livre, é encontrada no vetor flebotomineo, reproduzindo-se de
forma extracelular, no trato alimentar do inseto. Ja a forma amastigota (Figura 2B), de forma
ovalada, com o flagelo interiorizado, é encontrada no hospedeiro vertebrado. Ela origina-se a
partir da diferenciacdo das formas promastigotas, no interior de vactolos parasitoforos, apds

serem fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear (MOUGNEU, 2011).

Figura 2: Forma promastigota (A); forma amastigota (B).

[

s
- o
Foto: acervo pessoal

Dentro do macrofago, as formas amastigotas inibem os mais diversos mecanismos de
defesa celular, que seriam responsaveis pela lise do mesmo, tais como fusdo fago— endossomo,
enzimas hidroliticas, mecanismos de sinalizacdo celular produgéo de 6xido nitrico e citocinas
(CUNNINGHAM, 2002).

Além disso, assim como outros parasitas de sucesso, as leishmanias conseguem resistir
as células hospedeiras, evitando o mecanismo imunoldgico do hospedeiro em decorréncias de

alguns fatores de viruléncia, como a modificacdo da células parasitada ou hospedeira,
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modulacdo do processo redox do metabolismo, perfil de citocinas e quimiocinas que podem
modificar células imunologicas, em especial a parasitada, alterando sua ativacdo e a
movimentacao para o local de infeccdo (GUPTA et al., 2013).

O género Leishmania é subdividido em dois subgéneros, com base no
desenvolvimento do parasita no vetor. O subgénero Leishmania cresce apenas na parte anterior
do piloro, na juncdo do intestino médio e o grosso (desenvolvimento suprapiloriano). O
subgénero Viannia cresce em todo o intestino médio e grosso (desenvolvimento peripiloriano).
Diferentes tipos de parasitas causam varios tipos de leishmaniose, e cada um desses parasitas
determina a caracteristica de cada uma das doencas (OMS, 2010).

Entre as espécies de Leishmania presente no Brasil, encontramos seis pertencentes
ao subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania, onde as trés principais sdo L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis, seguidas por L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi (SILVEIRA et al., 2009; OMS, 2010). Dentre essas,
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) naiffi sdo as espécies de
predominio na regido Norte (NEVES, 2008)

A L. (L.) amazonensis causa Ulceras cutaneas localizadas e, ocasionalmente, alguns
individuos podem desenvolver a leishmaniose difusa. A forma cutanea tem distribuicdo nas
florestas primarias e secundarias da Amazonia legal (Amazonas, Para, Ronddnia, Tocantins e
Maranh&o). Sua presenca é maior no Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo),
Centro-oeste (Goiads) e Sul (Parand). Relatos indicam que roedores silvestres do género
Proechymis e Oryzomys sejam 0s reservatorios desta espécie. Os vetores sdo Lutzomyia
flaviscutellata, Lu. reducta e Lu. olmeca nociva. Tais espécies sdo pouco antropofilicas, o que
indica pouca frequéncia de infeccdo em humanos (LAINSON, 1997).

A L. (V.) guyanensis causa, de forma predominante, lesdes ulceradas cutaneas,

Unicas ou multiplas, sendo estas, uma consequéncia de picadas simultaneas de diversos
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flebotomos, sendo raro o comprometimento das mucosas por essa espécie, acometendo,
principalmente, individuo do sexo masculino, em fase reprodutiva. Ao que tudo indica, limitada
a Regido Norte (Acre, Amap4a, Roraima, Amazonas e Para), tendo se estendido pelas Guianas.
Esta espécie ja foi isolada de mamiferos silvestres, como a preguica (Choloepus didactylus), o
tamandua (Tamandua tetradactyla) e o gamba (Didelphis albiventris), estando presente na pele
e nas visceras, que algumas evidéncias indicam que estes animais atuam como reservatorios. O
principal vetor é Lutzomyia umbratilis distribuida nos paises de fronteira ao Brasil e também
nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Roraima e Rondo6nia

(LAINSON & SHAW, 1997).

2.3.Vetores

Os vetores das leishmanioses sdo insetos chamados de flebotomineos, os quais
pertencentes a ordem Diptera; familia Psychodidae; subfamilia Phlebotominae, género
Lutzomyia. S8o insetos que ndo ultrapassam os 0,5 cm de comprimento, com pernas longas e
delgadas, corpo piloso, com principal caracteristica voo saltitante e asas eretas, mesmo quando
em repouso. Sua coloracdo é parda, recebendo assim o nome vulgar asa dura, cangalha,
cangalhinha, mosquito-palha, birigui, ligeirinho, pela-égua, arrupiado, entre outros (PEREIRA,
SACRAMENTO, MARQUES, 2011; READY 2013).

As fémeas estdo adaptadas com aparelho bucal para picar a pele de animais
vertebrados, sugando assim o sangue, 0s quais necessitam para maturacdo dos ovos. Pouco se
sabe sobre seus criadouros, podendo ser encontrados em formas imaturas, em fendas de pedras,
cavernas, raizes do solo e serrapilheira, em ambientes imidos e nunca em lugares molhados
(GUERRA et al., 2007).

As espécies responsaveis pela transmissao da LV no Brasil sdo Lu. longipalpis e Lu.

cruzi e as principais responsaveis pela LT sdo as Lu. flaviscutellata, Lu. olmeca nociva (vetor
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da L. (L.) amazonensis), Lu. whitmani, Lu. migonei, Lu. intermedia, Lu. carrerai (vetores da L.
(V.) braziliensis), Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. whitmani (vetores da L. (V.) guyanensis)
(BASANO e CAMARGO, 2004). Ready (2013) escreve que, de aproximadamente 900 espécies

de flebotomineos, por volta de 70 sdo responsaveis e atuam na transmissao da leishmaniose.

2.4.Ciclo de Vida

O ciclo de vida das leishmanias possui uma fase extracelular, onde o parasita esta
dentro do trato digestivo do invertebrado vetor, e uma intracelular, dentro de macrofagos de
hospedeiros mamiferos. As formas infectantes que sdo transmitidas para o hospedeiro
vertebrado sdo as promastigotas (SILVEIRA et al., 2009).

O ciclo, no hospedeiro vertebrado, tem seu inicio durante o repasto sanguineo das
fémeas infectadas de flebotomineos, que inoculam formas promastigotas no hospedeiro
vertebrado junto com saliva. As formas promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos
residentes ou neutrofilos recrutados pela picada do inseto, a qual ira modular a resposta imune
local. Dentro das células do sistema fagocitico mononuclear, as formas promastigotas véo se
diferenciar em formas amastigotas (formas mais arredondadas, sem flagelo livre), proliferando
— se e estabilizando a infec¢do, e assim, um inseto vetor saudavel pode realizar o repasto
sanguineo e infectar — se com Leishmania, reiniciando o ciclo biolégico [Figura 3] (RIBEIRO-
GOMES, 2012; JESUS, 2015).

Roger e Bates (2007), descrevem que o parasita manipula o momento da ingestao de
sangue pela fémea do vetor, para que 0 maior nimero de parasitas na fase metaciclica, de maior
infectividade, estejam em uma espécies de gel, chamando de gel secretor de promastigota. Esse
gel blogueia levemente a ingestdo de sangue, levando a fémea a regurgitacdo e inser¢do do

parasita no hospedeiro.
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Um mecanismo de viruléncia tem sido proposto por englobar dois grupos diferentes
de moléculas do parasita. Um deles é composto na superficie celular e em substancias
secretadas, formado por determinantes invasivos, que protegem o parasita e célula do
hospedeiro, impedindo que ela sofra lise prematura, ajudando as amastigotas a manterem a
infeccdo através do crescimento baixo em vacuolos dos macréfagos do hospedeiro. Os
antigenos intracelulares sdo expostos ao sistema imune do hospedeiro e os parasitas passam por

citolise durante a infeccao natural (CHANG et al., 2003).

Figura 3: Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania.
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Fonte: http://saude.culturamix.com/doencas/doencas-parasitarias-prevencao-e-tratamento Acesso 04/06/2018.

2.5. Epidemiologia
A leishmaniose é endémica em regides de clima tropical e subtropical, totalizando

98 paises e trés territorios nos cinco continentes, representando um problema de saude publica
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em varios paises, especialmente os em processo de desenvolvimento (ALVAR et al., 2012;
WHO 2016).

De acordo com Alvar, no ano de 2012, foram estimados de 7.000 — 1.200.00 casos de
LTA por ano no mundo, com cerca de um terco dos casos decorrentes em cada uma das trés
regibes, as Américas, a bacia do Mediterraneo e Asia. Atualmente, estima — se que a
Leishmaniose atinja doze milhGes de pessoas, em 98 paises, estando o Brasil, Bangladesh,
india, Etidpia, Quénia e Suddo os mais afetados. Na América latina, o Brasil detem 90% dos
casos de leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral. A incidéncia no ano de 2020 no Brasil,
foi de 16.056 casos (SILVA, et al. 2015; WHO, 2021).

Mudangas ambientais diversas causadas pelo homem, urbanizacdo, desmatamento e
crescimento desordenado de cidades, contribuem para expansdo das ocorréncias de LTA,
caracterizada pela transmissdo da doenca, antes restrita a areas rurais e agora também presente
nas zonas urbanas. Contribuem para a disseminacdo da doenca, também, a constante migracao
de individuos, sendo que a forma tegumentar esta presente entre as 10 doencas de pele que mais
acometem turistas que retornam de paises tropicais (PAVLI, 2010).

Os dez paises com as contagens de casos mais elevadas estimados, Afeganistao, Argélia,
Colémbia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru, juntos, respondem por
70 a 75% da incidéncia global. No Brasil, a LTA tem ampla distribuicdo com registros de casos

em todas as regides do pais (ALVAR et al, 2012).

2.6. Formas Clinicas

Na LT, estudos demonstram que dias ou semanas antes do aparecimento da lesdo
cuténea, ocorre o aumento de ganglios linfaticos, proximo ao local de inoculagdo do parasita
regredindo em algumas semanas. Em pacientes com Ulceras cutaneas com mais de dois meses

de duragéo, a linfadenopatia pode ser bem observada (ALMEIDA e SANTOS, 2011).
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Além da forma cutanea e da forma mucosa, outras duas formas clinicas de LT séo
bastante conhecidas: a cutanea difusa e a cutanea disseminada, consistindo, em ambas,
maultiplas lesbes, possuindo diferencas clinicas, histopatoldgicas e imunoldgicas (NEVES,
2008).

A leishmaniose cutanea difusa apresenta — se na forma de nddulos, ndo existindo
resposta imune celular contra antigenos do parasita. A leishmaniose cutanea disseminada é
caracterizada por lesGes acneiformes que podem se ulcerar e, histopatologicamente, ha
infiltrado eosindfilo ou linfoplasmocitario, com os parasitas podendo ou néo ser detectados na
lesdo. A reposta imune é variavel, enquanto na cutanea difusa o comprometimento da mucosa
nasal ndo é observado, na forma disseminada esse envolvimento é muito frequente (ALMEIDA

e SANTOS, 2011) [Figura 4]

Figura 4: Formas clinicas da leishmaniose tegumentar. A: leishmaniose cutanea; B. Leishmaniose cutanea-mucosa; C:
leishmaniose difusa; D: leishmaniose disseminada
ek iy “

Fonte: Brasil, 2017

Acredita-se que a ocorréncia de leishmaniose clinicamente manifesta esteja na
dependéncia de fatores inerentes ao parasita, da resisténcia natural do hospedeiro e da resposta
imunolégica. No homem, a propagacao da doenca, desde a lesdo cutanea até o nariz, pode
ocorrer por via linfatica, hematogénica e raramente pelo contato direto da mucosa com a lesdo
cutanea (NEVES, 2008).

O corpo do hospedeiro elabora uma tentativa de eliminar a agdo da Leishmania, ativando

de forma intensa os mecanismos de defesa, 0 que pode resultar em um grande processo
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inflamatdrio, com grande dano ao tecido lesionado. Na infec¢do por Leishmania tem — se uma
acao imunoldgica dentro do corpo do hospedeiro, pois a resposta imune que auxilia na reducao
da infeccdo, pode piorar 0 estado e curso clinico da doenca (OLIVEIRA et al.; 2005;

SANTANA et al.; 2017)

2.7. Tratamento

Atualmente, o tratamento utilizado para as Leishmanioses sdo baseados no processo de
eliminacdo de formas amastigotas interiorizadas em macré6fagos, local que dificulta a atividade
dos farmacos de tratamento para essa enfermidade (ESPURI et al., 2019).

Os antimoniais pentavalente tém sido adotados hd muito tempo para o tratamento de
doencas parasitarias. Os compostos de antimoniais pentavalente sdo as drogas de primeira
escolhapela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para tratar a LT. Nos paises de lingua
francesa, espanhola e no Brasil, € utilizado a N-metilglucamina, nome comercial Glucantime®,
e nos paises que tem como lingua o inglés, o estibogluconato de sédio, nome comercial
Pentostam®, com a dose de 10 — 20mg/Kg/dia, por via parenteral, durante 20 dias (FREITAS —
JUNIOR et al., 2012).

O tratamento da LT pode ser local ou de forma sistémica, dependendo de como

a lesdo esta evoluindo, de qual espécie de Leishmania esta envolvida, se ela pode se disseminar

e quais implicacGes estéticas e funcionais ela podera causar. As recomendacdes da OMS para

o0 tratamento da LT usando antimoniais sdo as vias intralesional e intramuscular, dependendo
da espécie e aspecto clinico (BRASIL, 2017).

O mecanismo de acdo o qual os antimoniais atuam ainda nédo foi completamente

elucidado. Alguns estudos acreditam que atuem como uma espécie de pré — droga, utilizando

tiois da superficie do parasita e da célula hospedeira, reduzindo — se, assim, a forma trivalente,

e agindo sobre as formas amastigotas dentro do macrofago (DA LUZ et al., 2015).

27



Um tratamento diferenciado é adotado quando néo se obtém resposta satisfatdria ao
tratamento com o antimonial ou quando o paciente ndo pode fazer uso do mesmo. Dentre eles,
o Isotionato de pentamidina, nome comercial Pentamidina®, Anfotericina B®, Milteforan®,
Paromomicina®, vem sendo reintroduzidos, com novas formulagdes ou mudancas na dosagem
(DA LUZ et al., 2015).

O isotionato de pentamidina é administrado por via parenteral e possui alta toxicidade,
principalmente para idosos, cardiopatas e nefropatas, dificultando seu uso. Este é usado na
Ameérica do Sul para tratar a LT, em especial quando esta é causada por L. (V.) guyanensis, pois
0 parasita € pouco sensivel aos antimoniais (CHAKRAVARTY e SUDAR, 2010).

A anfotericina B tem acdo leishmanicida reconhecida, sendo apresentada em duas
formas, AmpB simples e AmpB lipossomal, sendo a ultima menos toxica, e usada,
principalmente, no tratamento da lesdo mucosa e é indicada como primeira opc¢ao no tratamento
de LT em gestantes ou com coinfeccao Leishmania/HIV. Porém, apesar dos conhecidos efeitos
terapéuticos da anfotericina B, a maioria dos pacientes tem algum efeito adverso, como febre,
nauseas, vomitos, cefaléia, hipotassemia, insuficiéncia renal, anemia e alteracdes. Atualmente,
a anfotericina B possui taxa de 97% de cura com nenhum relato de recidiva. No entanto, tem
se observado uma diminuicdo na sensibilidade e diversas recaidas em casos isolados
(PURKAIT et al., 2012).

A Miltefosina foi originalmente desenvolvida como agente antineoplasico. Atua
diretamente sobre as formas promastigotas de Leishmania, de forma toxica. Possui como efeito
colateral vdmitos e nauseas. A Paromomicina (PA) possui acdo anti-leishmania quando usada
no tratamento da leishmaniose visceral (FERNANDEZ et al., 2014).

Mesmo desempenhando bons resultados no tratamento da leishmaniose, eles
apresentam limites na eficacia contra o parasita, e algumas desvantagens, como: administragdo

parenteral diaria (exceto miltefosina, que é via oral), toxicidade, longo tempo de tratamento,
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necessidade de hospitalizacdo, acompanhamento diario e efeitos colaterais, como febre, tontura,
mialgia, anorexia, nauseas, vomitos, pirose, diarreia, dor abdominal, pancreatite, prurido,
fraqueza, neuropatia periférica, cefaleia, palpitacdo, insdnia, nervosismo, calafrio, edema,
anemia, e erupcdes cutaneas (DA LUZ et al, 2015).

Além dos efeitos colaterais, tem sido relatados resisténcia por parte dos parasitas a esses
farmacos, desfavorecendo seu uso, devido a sua grande interacdo com a resposta imune do
hospedeiro, e a maioria dos pacientes tratados apresentam alteraces das enzimas pancreéaticas

e também dores abdominais (CHAKRAVARTY e SUNDAR, 2010; DA LUZ et al., 2015)

2.8. Quimica Inorganica Medicinal e Complexos Metalicos
O uso da Quimica Inorganica Medicinal fundamenta — se na administracdo,
acidental ou intencional, de ions metalicos em um sistema bioldgico. A adminstracdo acidental
tem como finalidade novas formas de quelar o metal, com a finalidade de retird — lo do sistema
bioldgico e, assim, evitar 0 excesso de metal e possiveis envenenamentos. A administracao
intencional tem como objetivo, fins terapéuticos ou de diagnéstico (SEGURA et al., 2014).
Um complexo ¢ obtido quando ions metalicos, receptores de elétrons, combinam — se a
grupos doadores de elétrons, e 0 composto resultante é chamado de complexo ou composto de
coordenacdo. Esse complexo é o produto final da reacdo entre uma base de Lewis, que ird
possuir elétrons disponivel para serem doados a um acido de Lewis, e esse par de elétrons, no
produto final, serd compartilhado por ambos, em uma ligacdo covalente. Sendo assim, esses
complexos consistem em um Unico atomo ou ion central, rodeado por outros atomos, ions ou
moléculas, que possuem a propriedade de doagdo ou compartilhamento de elétrons, chamados
de ligantes (ESPURI et al., 2019).
O numero de ligantes € determinado por um numero de coordenacdo, e nos

complexos, ligam — se ao &tomo métalico central por apenas uma Unica ligagdo, porém, alguns
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ligantes podem ser ligados ao atomo central metédlico por mais de um ponto de ligacéo.
Complexos desse tipo sdo chamados de quelatos (ESPURI et al., 2019).

Os complexos sdo formados por quase todos 0s metais encontrados na tabela periddica,
e 0s atomos doadores que se combinam com o0s ions metalicos estdo restritos aos elementos nao
metalicos (N, O, S, etc.) [SEGURA et al., 2014].

O uso de complexos metalicos na medicina esta se difundido no mundo todo, além
de serem usados para diagnosticar diversas doencas. Esses complexos sdo bastante
diversificados, e conhecer e entender como funciona o mecanismo de acdo farmacoldgica deles
é fundamental para o desenvolvimento de novos medicamentos, que podem vir a ser mais
eficientes e seguros para o organismo humano (CHEN et al., 2009).

Desde a antiguidade, metais e derivados dos mesmos sdo utilizados com finalidades
terapéuticas, e o experimentos com eles foram, provavelmente, realizados com base no
conhecimento das propriedades toxicas, e por conseguirem suprir determinados processos
biolégicos (CHEN et al., 2009).

Em 1965, ocorre um marco na quimica inorganica medicinal, quando Barnett
Rosemberg descobriu as propriedades antitumorais do cis Pt (NH3)2 Cl2, um complexo metéalico
a base de cisplatina. E com essa descoberta, ocorreu um grande impulso nas buscas por novos
compostos metalicos com propriedades farmacoldgicas diferentes (SEGURA et al., 2014).

Os compostos que possuem ouro tem recebido grande atencdo por terem a
capacidade de interromper o crescimento de células tumorais, fato que ocorre, possivelmente,
pela inibicdo da enzima tiorredoxina redutase (TrxR), essencial ao mecanismo de proliferacdo
de células cancerigenas. Complexos contendo paladio, por possuirem similaridades estrutural
com complexos de platina, também podem ser agentes tumorais com elevado potencial, por
terem, em certos casos, atividade in vitro semelhantes ou superiores a cisplatina (SEGURA et

al., 2014).
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2.9. A prata e sua interacdo em organismaos vivos

A prata foi um dos trés primeiros metais a serem descobertos pelo homem, junto
com o ouro e o cobre. E um metal branco, brilhante, ductil e maleavel, que perde o brilho
quando exposto ao 0zonio (Os), bom condutor de eletricidade e um elemento estavel quando
exposto ao ar e a agua, podendo ser obtido através de extracdo direta de minério. O elemento
cuja representacdo sdo as letras Ag, numero 47 da tabela periodica € um metal de transicéo,
pertencente ao grupo 11 (MOYER et al., 1965). Possui configuracdo eletronica [Kr] 4d%5s!,
peso atdmico de 107,86 g mol™ (ATKINS; JONES, 2005; SEGURA et al.; 2014).

Médice et al. (2019) afirma que a prata, assim como 0s demais metais, sdo insollveis
em 4gua. Quando em sua forma metalica, assim como seus compostos inorganicos podem
produzir ions Ag", e liberar oxidantes e produtos biologicamente ativos na presenca de agua,
condigdo essa encontrada em organismos vivos, em fluidos corporais e demais secrecoes,
porém, essa solubilidade vai variar em relacdo a natureza do anion.

Assim como outros metais encontrados, ndo apresenta nenhuma funcéo biolégica, sendo
considerado especialmente tdxico para certos tipos de organismos inferiores, como certos tipos
de bactérias e ciandfitas. O metal é encontrado em diversos alimentos, como certos peixes, leite
e carnes, com ingestdo diaria do metal para humanos entre 20 a 80 ug, de acordo com a dieta
do individuo. Entretanto, apenas 10% do que foi ingerido do metal € absorvido, e o restante
excretado através do intestino, por descamacéo de células do sistema gastrointestinal contendo
0 metal em sua constituicdo (LAULICHT et al., 2015).

Tal determinacéo de absorcdo foi determinado por pioneiros no estudo de administracdo
de prata em organismos vivos, Furchner et al. (1968) que administraram em diferentes
mamiferos isdtopos de prata de forma oral, intravenosa ou intraperitoneal, obtendo a eliminagao
de 90% do metal nas fezes, o que indica que aproximadamente 10% da dose foi absorvida pelo

organismo.
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O tipo de organismo também influencia na absor¢cdo do metal. No estudo citado
anteriormente, foi notado que animais de pequeno porte, como macacos, ratos e camundongos
apresentaram retencdo de menos de 1% da dose inicial apds uma semana, porém, em cées 0
valor era maior em comparacao a eles, entretanto, inferior a 10% da dose inicial (FURCHNER
etal., 1968).

Orgdos do complexo reticulo endoteliais apresentam — se como responsaveis por
maior parte da absor¢cdo do metal, visto que estudo citado, apos aplicacdo de forma
intravenosas, 0 metal foi encontrado no baco, figado, medula déssea, pulmdes, musculos e
tecidos da pele (FURCHNER et al., 1968). Browning (1961) evidencia que o metal, na sua
forma de sal, pode ser absorvido pelo sistema gastrointestinal, pulmdes, epitélio conjuntivo,
dérmico e mucosas nasais.

fons de prata apresentam forte ligacdo e afinidade, no organismo, por proteinas
especialmente albuminas, metaloproteinas e macroglobulinas, e Ag" também apresenta
afinidade para glutationa reduzida. Devido a essa afinidade, a prata associada a proteinas
formando complexos na regido gastrointestinal, na corrente sanguinea e até mesmo dentro das
células (MEDICE et al.; 2019).

Em relacdo a toxicidade, um metal tem sua atividade toxica avaliada em relacdo a
biodisponibilidade, solubilidade, estado de oxidacdo, capacidade de complexacdo em relacdo
ao seu alvo bioldgico (proteinas e microrganismos, por exemplo) e excrecdo. Dose letais de
prata ndo foram avaliadas para humanos até o momento, apenas para ratos e cdes (HADRUP e
LAM, 2014).

N&o se sabe ao certo qual dose do metal tornaria — se letal para humanos, principalmente
do nitrato de prata, substancia de maior uso a base de prata, mas a literatura cita os valores entre
28mg/ Kg a 10g/ Kg. O efeito de forma sistémica de dose letal de prata incluem hemorragia,

gastroenterite e choque. Nao se sabe ainda como o metal atuaria nesses casos, mas ao que parece
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0s ions de prata causam um processo de estimulo seguido de depressdo no tronco cerebral,
seguido de aumento da pressdo arterial em decorréncia de uma estimulacdo vasomotora, com
desenvolvimento em seguida de bradicardia e, entdo, morte por problemas respiratorios
(MEDICE et al.; 2019)

Humphreys e Routledge (1998) relatam que ions de prata podem estar relacionados a
menor capacidade proliferativa, perda de identidade celular e modificacao a nivel degenerativo
em nucleos o organelas citoplasmaticas.

Os mesmos autores afirma que pds acumulo nos tecidos do organismo, especialmente
na pele, os ions de prata podem ser reduzidos pela luz solar, o que induz processo e redugoes
de precipitados como sulfetos de coloracdo escura, com carater insoluvel, o que acaba por
manchar a pele em diferentes tons de cinza-azulado, ou acabam por desencadear a producao
excessiva de melanina, aumentando a tonalidade escura.

Tal processo de escurecimento e descoloracdo é conhecido como argiria ou argiriose,
gue acomete individuos expostos a longos periodos a prata, através de inalacdo ou ingestao. Tal
condicdo ndo apresenta riscos a salde do individuo, apenas alteracdo na estética do mesmo,
como a coloracdo da pele. Tais modificacGes sdo permanentes, portanto, uma vez descolorida
a pigmentacdo da pele, ndo pode ser removida, por nenhum tipo de terapia, tais como uso de
laser ou dermoabrasdo (MEDICE et al., 2019).

A utilizacdo da prata, principalmente na forma de complexos tem atraido bastante a
atencdo, em especial por suas propriedades antimicrobianas e quimioterapéuticas, sendo o
mecanismo o qual esse metal atua sobre os mais diversos microrganismo, como bactérias,
fungos e protozoarios, assim como sua acdo em ceélulas cancerigenas sdo bem complexos,
comecando a ser elucidado nos altimos anos. Tais mecanismos dependem do tipo de composto
de prata, sais ou fons, e do tipo de alvo celular, célula mutada ou de microrganismos (MEDICE

etal., 2016, EBRAHIMINEZHAD et al., 2016).

33



Porém, segundo Médice et al. (2016), Ebrahiminezhad et al. (2016) e Saturnino et al.

(2016), a acdo citotdxica dos ions de prata (Ag*) tem com base danos causados as células, seja

de microrganismos ou cancerigenas como:

a)

b)

d)

2.10.

Comprometimento de trocas i0nicas, 0 que leva a inibicdo da absorgéo e troca de
moléculas de fosfato, o que leva ao acimulo desse anion, favorece a acdo de ions K™,
eliminando a forca dos prétons atraves da membrana, levando a morte celular;

Ligam —se com DNA e RNA, de forma a eliminar processos de replicacdo da célula;
Os ions de prata podem interagir com peptideos e proteinas, formando complexos com
o0s grupos doadores de elétrons, principalmente aqueles de grupamentos tio e fosfato.
Essas ligacGes podem modificar estruturalmente proteinas e enzimas, em especial em
casos de oxidacdo enzimatica por fumarato, glicerol, glicose, succinato e tioredoxina
redutase, ligando — se de forma efetiva a glutationa redutase;

Interrupcdo da homeostase mitocondrial, acarretando desequilibrio de membrana e

despolarizagéo.

Uso da prata na medicina

O uso da prata data de muito tempo atras. De acordo com relatos, Alexandre, o Grande,

(356-323 a. C.), assim como 0s venezianos usavam recipientes feitos de prata para manter

vinho,

agua e vinagre salubres. Os pioneiros no durante a conquista do Oeste, depositavam

moedas de prata dentro de garrafas com o mesmo fim (PAIVA et al., 2013).

Relatos de seu uso medicinal tem uma historia longa, na Maceddnia, eram usadas

placas de prata sobre feridas para ajudar na cicatrizacéo; na Grécia antiga, Hipocrates (460 —

370 a. C.) ensinava a seus discipulos sobre o uso da “flor de prata”, que consistia em um po

extrafino de prata, que curava feridas ulceradas; na época dos alquimistas, como Plinio (78 d.

C.), Gerber (702 — 765 d. C.), Paracelso (1493 — 1541), utilizavam a prata para o tratamento de
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doentes mentais e epiléticos, pois acreditavam que a prata corresponderia a lua (macrocosmo)
e a cabeca (microcosmo) e 0 uso da prata traria de volta a sanidades dos doentes mentais e 0
fim das crises epiléticas; na Idade Média, a prata era usada no tratamento de palpitacdes; ja no
século XVIII, o nitrato de prata tornou — se a melhor opcéo para tratar de feridas, Ulceras e
doencas de pele em geral, tendo seu primeiro relato com atividade antimicrobiana em 1869,
pelo cientista Revelim; em 1881, o médico Carl Crede (1819 — 1882) foi o primeiro a
recomendar o tratamento com solucdo de 1% de nitrato de prata em olhos de recém — nascidos
para evitar a cegueira, pratica utilizada até os dias de hoje (PAIVA et al, 2013).

Sua propriedade antimicrobiana e de seus compostos € a base principal de sua aplicacéo
medicinal, desde o século XIX. A partir dai a prata teve diversas utilizacdes, e seu enorme
potencial para o tratamento de lesbes foi sendo descoberto. Moyer et al. (1965) foram,
provavelmente, os primeiros a abordarem o uso topico dela em feridas, desenvolvendo um
tratamento eficaz contra queimaduras infectadas utilizando-se de um creme a base de nitrato de
prata a 0,5%, sendo eficaz, também, contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
e Streptococcus hemolyticus sem causar resisténcia das cepas por conta da prata. Atualmente
ela esta presente em uma ampla gama de coberturas e pode se apresentar em duas formas:

1) Compostos/complexos: quando associada a um sal e produz a prata ibnica (Ag+),
guando esta em contato com fluidos de feridas ou solucdes;

2) Elementar: quando estd em forma metalica (Ag), também descrita como prata
coloidal ou nanoparticulas de prata.

Seu ion carregado positivamente (Ag*) é ativo contra uma grande variedade de
patdgenos bacterianos (RUSSEL, 1994), fungos (WRIGHT et al., 1999) e virus (MONTES et
al., 1986) e esse poder antimicrobiano tem sido relacionado aos seus variados mecanismos de

acdo, como interferindo no metabolismo bacteriano, levando ao rompimento da parede da célula
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bacteriana e ligando — se ao seu DNA, inibindo assim a replicacdo e a possibilidade de
desenvolver resisténcia (SEGURA et al., 2014.).
Os complexos de prata sdo bastante interessantes, ja que sua atividade
antimicrobiana e outras propriedades possibilitam sua manipulacao, variando o nimero e tipo
de ligantes que podem ser coordenados ao seu ion, e, quando usados ligantes ativos
biologicamente, podem aumentar a eficiéncia de um agente terapéutico (SEGURA et al., 2014).
Por possuir uma coordenacdo rica, pode —se encontrar na literatura compostos com
diversos tipos de coordenacdo usando prata (ATKINS, 2010). Escolher a forma e o ligante
adequados para uso na coordenacdo com o ion da prata torna a diversidade do complexo maior,

ajudando na estabilizacdo da molécula (BARREIRO et al., 2014).

2.11. Complexos metélicos a base de prata

Composto e complexos contendo prata e o préprio metal sdo conhecidos dentro da acédo
terapéutica por suas excelentes atividades bioldgicas, como antibacterianos, antimicoticos,
antiparasitario, anticancer e antimalarico (MEDICE et al., 2016).

A efetividade de complexos de prata, principalmente contra bactérias e células
cancerigenas dependem de fatores, como lipofilicidade atividade redox, solubilidade,
estabilidade e taxa de liberacéo dos fons de prata no organismo (MEDICE et al., 2016).

Coyle (2004) e Segura et al. (2014) apresentaram em suas pesquisas que complexos
metalicos de prata exibem a capacidade de reducdo na quantidade de ergosterol na membrana
celular, seguido de um aumento na permeabilidade da membrana, sendo um bom mecanismo
de facilitacdo de outros farmacos ou compostos.

Tais condigdes precisam ser controladas por caracteristicas, propriedades estéricas e

eletrnicas dos ligantes. Também deve — se saber que o complexo pode perder parte ou toda a
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atividade quando levado para condicdes in vivo, devido a formacéo de AgCl insoluvel, ligagdes
dos ligantes com enzimas celulares e complexacdo com proteinas (MEDICE et al., 2019).
Estudos realizados com L. tropica demonstraram que, quando expostas a
nanoparticulas de prata, os valores de proliferacdo e atividade metabdlica desses parasitas
diminuiu (RAHI et al., 2013; ALLAHVERDIYEV et al., 2011). O estudo de Job et al. (2014)
com L. (V.) braziliensis, comprovou que, o uso de borracha natural com membranas de
nanoparticulas metalicas de prata, quando em meio parasitado, sdo capazes de separar células,
eliminando os parasitas que ndo terminaram a metaciclogénese e séo altamente infecciosos para
0 hospedeiro. Estudos de Navarro et al. (2006), apresentaram alta atividade de complexos de
prata do tipo [Ag(L)2]JNOs contra L. (L.) mexicana, através da interagcdo do complexos com o

DNA parasitario.
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3.0. OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar a atividade bioldgica anti-Leishmania de complexos metalicos a base de prata
em estudos pré-clinicos, in vitro e in vivo, contra espécies causadoras da forma cutanea da

Leishmaniose.

3.2.Especificos

- Avaliar a citotoxidade in vitro dos complexos metélicos em macréfagos peritoneais
murinos e em monaocitos humanos;

- Investigar a atividade anti-Leishmania dos complexos metalicos contra formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e L. (Viannia) guyanensis;

- Estudar o efeito dos complexos metalicos contra formas amastigotas de Leishmania
spp. interiorizadas em macrofagos peritoneais murinos e em monocitos humanos;

- Determinar a ECsg (concentracao efetiva a 50%) dos complexos metélicos quanto ao
potencial anti-Leishmania;

- Avaliar o tratamento in vivo utilizando modelos animais de experimentacdo (hamster

dourado/Mesocricetus auratus) com os complexos metalicos.
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Local de execucgéao

O projeto foi executado no Laboratorio de Leishmaniose e Doencas de Chagas, na

Coordenacdo de Pesquisas em Sociedade, Ambiente e Saude (COSAS), no Instituto Nacional

de Pesquisas da Amazonia — INPA, sob a orientacdo da Dra. Antonia Maria Ramos Franco e da

Dra. Claudia Dantas Comandolli Wyrepkowski e Dra Marina Porchia, em parceira com Institute

of Condensed Matter Chemistry and Energy, ICMATE, Padua, Italia. A Figura 5 apresenta as

etapas realizadas na tese.

Figura 5: Fluxograma de atividades

Etapa 1
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b) Mondcito humano
- Preparo de massa parasitaria
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- Promastigotas

a) Quantificacdo e atividade
- Amastigotas
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/ Etapa 3.
Estudo In vivo
- Infecc@o experimental em modelo de
experimentacdo animal
- Tratamento e acompanhamento da
Infeccéo
- Avaliacéo do tratamento experimental
a) Impressdo em laminas;
b) Viabilidade (cultivo de parasito);
¢) Quantificacdo parasitaria.
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4.0. METODOLOGIA

4.1.Compostos Quimicos

No estudo foram realizados testes pré-clinicos com dois complexos sollveis de prata e
seus respectivos ligantes: [Ag (PTA)4]BF4, denominado de Agl e [Ag(HBPz3)(PPhs)],
denominado de Ag2 (Figura 6). A sintese quimica dos compostos foi realizada pela equipe de
Marina Porchia e Francesco Tisato, ICMATE, CNR, Padua, Italia, sob consércio do Projeto
Vaikutus (FP7-PEOPLE-IRES-2011-295262). os quais foram preparados de acordo com o

relatado em literatura por Santini et al. (2011) e Tapanelli et al. (2017).

Figura 6: Estrutura molecular dos ligantes e do complexos utilizados nesse estudo

24

) / -B.
~ /N SN
& g =N N=/

PTA = 1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane PPh, = triphenylphosphine. [HB(pz);]" = tris(pyrazol-1-yl)borate

PTA + q
PTA,, \ ,/-—N N\

. H=B &g > "“Ag——PPh;
‘Ag—PTA
F’TA/ \N —N
g
[Ag(PTA)]BF, (Agl) [HB(pz);Ag(PPhy)] (Ag2)

Fonte: Santini et al. (2011)

Os complexos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO — Synth®), concentragdo de
1% e em meio RPMI e meio Schneider incompleto, sem adi¢do de SFBi (Soro Fetal Bovino
inativado), filtrados em membrana Milipore® 0,22 pm em ambiente estéril. Os complexos
foram avaliados nas concentragdes de 160umol/mL, 80umol/mL, 40umol/mL e 20pmol/mL. A
atividade dos complexos e seus ligantes foram estudados em comparacdo com Glucantime®,

nas concentracdes de 160 a 20 umol/mL de antiménio.
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4.2.0btencéo de macréfagos peritoneais

Os macrofagos peritoneais foram obtidos de camundongos oriundos do Biotério
Central do INPA, sob o comité de ética CEUA-INPA 060/2018, utilizando o protocolo de
Sasada (1983) com modificagfes. Os camundongos foram anestesiados e posteriormente
eutanasiados, realizada assepsia dos animais com alcool 70%, posicionados em suporte, com
membros fixos e a por¢do ventral voltada para cima, onde foi realizada uma incisdo no ventre
do animal, para separacao entre peritonio e pele.

Em seguida foi introduzido com auxilio de uma seringa, 5 mL de meio RPMI
incompleto, sem adicdo de SFBI, no peritdnio do animal, sendo entdo realizada uma massagem
no abdémen para ativacdo dos macréfagos. Com isso, o liquido foi aspirado com uma seringa
e mantido em gelo até o momento da centrifugacéo.

As células foram centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em meio RPMI completo, com adicdo de 10% de SFBi.

Foram quantificadas usando camara de Neubauer, concentracdo celular (células/mL) estimada.

4.3.0btencdo de mondcitos humanos

Os monacitos humanos foram obtidos sob o comité de ética CAAE: 29406319.2.0000.5020.
O sangue foi coletado de um voluntério sadio com auxilio de uma seringa de 10 mL. Em um
Falcon de 50ml de volume, o sangue foi diluido, cuidadosamente em PBS 1X, utilizando o

dobro do volume do sangue. Utilizando outro tubo Falcon, foi adicionado 10 mL de Ficoll-
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Histopaque (SIGMA — ALDRICH®), e o adicionado o sangue diluido pela lateral do tubo com
cuidado, evitando ao maximo a mistura do sangue diluido com o Ficoll. Em seguida os tubos
Falcon foram centrifugados, em temperatura ambiente, durante 30 minutos, com a velocidade
de 2000 RPM, com break na posicéo desligado. Ap0s a centrifugacdo, com uma pipeta Pasteur,
foi coletada a camada contendo as células mononucleares/ linfocitos, situados na interface
plasma-Ficoll (CORKUM et al., 2013).

As células foram transferidas para um tubo Falcon, onde foi adicionado PBS 1X com
volume trés vezes maior que o da camada retirada, sendo novamente centrifugados por trés
minutos, na velocidade de 12.000 RPM. Essa etapa foi repetida por trés vezes, para a remocao
dos contaminantes do Ficoll (SIGMA — ALDRICH®) e de proteinas plasmaticas. Apds as
etapas, o sedimento contendo os mondcitos foi ressuspenso em 1,0 mL de meio de cultivo RPMI
completo (10% SFBI). As células foram quantificadas em camara de Neubauer e a concentracao

celular (células/mL) [CORKUM et al., 2013]

4.4.Ensaio de citotoxicidade dos complexos metalicos sobre macréfagos peritoneais e
mondcitos humanos por ensaio colorimétrico.

O ensaio colorimétrico usando o Alamar Blue® é um método que também pode ser
aplicado para testar a viabilidade celular. Em placa de 96 pocos, foi adicionado meio
Schneider completo e o volume de células ajustado para 2x10° macr6fagos/ mondcitos por
poco. As células foram incubadas na presenca dos dois complexos de prata, em quatro
concentracgdes diferentes (160umol/m — 20 uM/mL). Como controle negativo do experimento,
as células foram incubadas na presenca apenas de meio Schneider completo, como controle

positivo, 0 medicamento Glucantime®, nas mesmas concentracdesdos complexos metalicos.
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As culturas permaneceram expostas aos compostos durante 24 e 48 horas, incubadas a
37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apds os periodos de incubagdo foi adicionado 10uL de
Alamar Blue® em cada poco, e as placas foram incubadas por 5 horas em estufa a 25° C, em

seguida submetidas a leitura em espectrofotdmetro.

4.5. Manutencao e Preparo de massa parasitaria

Foram utilizadas para os estudos de avaliacdo in vitro as espécies: Leishmania
(Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/2009/IM5584) e Leishmania (Viannia) guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147). Os parasitas foram cultivados em meio bifasico NNN (McNeal, Novy
e Nicolle) por sete dias em incubadora a 25°C e, em seguida, transferidos para meio liquido,
com cinco mL meio RPMI completo. Foi acrescido meio liquido a cada dois dias, com o dobro

da quantidade de RMPI completo, durante o periodo de sete dias para expansdo dos parasitas.

5.0. Ensaios in vitro
5.1. Ensaios com formas promastigota de Leishmania spp.

A atividade anti-leishmania dos compostos foi avaliada por inibi¢do de crescimento e
mortalidade de promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. Antes de cada
experimento, foi observada motilidade flagelar e morfologia dos parasitas. Na realizacdo do
bioensaio, as formas promastigotas foram centrifugadas a 4.400 rpm por 15 minutos, lavadas
em solucdo salina estéril, diluidas e contadas em camara de Neubauer e ajustadas para obtencéo
da concentragdo parasitaria de 2x10* células/mL.

As amostras dos dois complexos foram testadas nas concentragdes de 160 a 20pum/m,
como controle negativo foi constituido de meio RPMI completo e parasitas, dimetilsulféxido
(DMSO) nas concentragdes de 1% a 0.125%. Para o controle positivo foi usado Glucantime®

nas mesmas concentragdes utilizadas com os complexos metalicos. A atividade das amostras
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foram avaliadas pela inibicdo do crescimento e mortalidade de promastigotas ap06s incubacéo
na presenca das mesmas nos periodos de 24 e 48 horas, na temperatura de 25° C em estufa.
Para avaliar a viabilidade celular foi empregado o método de contagem direta nos
periodos de 24, 48 e 72 horas de células vivas em camara de Neubauer em microscopio 6ptico,
aumento de 400 vezes, e 0 método colorimétrico utilizando Alamar Blue®, seguindo 0 mesmo

protocolo relatado no item 4.4 (PEREIRA et al., 2010).

5.2. Ensaios com formas amastigotas de Leishmania spp.

Os macrdfagos peritoneais foram obtidos e quantificado como descritonos itens 4.2. e
4.3. O ensaio foi realizado por metodo de contagem direta e por método colorimétrico
utilizando Alamar Blue®, como descrito no item 4.7.1.

Para 0 método de contagem direta, as células foram incubadas em placas de 24 po¢os
com laminulas no seu interior, com meio RPMI completo, expostas a formas promastigotas de
Leishmania spp, na concentragdo de 10° promastigotas/ mL, macréfagos por no maximo duas
horas, mondcitos por no maximo de 30 minutos. Em seguida, o contetdo foi removido e
adicionado RPMI incompleto para a remocéo das formas promastigotas ndo interiorizadas.

Para o método colorimétrico, as células foram incubadas em placas de 96 pocos,
contendo meio Schneider completo, expostas a formas promastigotas de Leishmania spp, na
concentracdo de 10° promastigotas/ mL, os macréfagos por no maximo duas horas, 0s
monacitos por no maximo de 30 minutos.

As culturas permaneceram expostas aos compostos durante 24, 48 e 72h horas,
incubadas a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apés os periodos de incubacéo, o conteido

dos pocos foi removido e adicionado meio RPMI incompleto para remocgéo de vestigios dos
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complexos. Em seguida, foram corados pelo Kit Panotico (Laborclin®) as laminulas fixadas em

laminas e contados em microscopia optica, contando 100 macréfagos/ mondcitos ao acaso.

5.3. Indice de Seletividade (IS)

O Indice de Seletividade (1S) compde a relacdo entre a atividade citotoxica a células do
composto testado e sua atividade anti-Leishmania. O IS é calculado partindo da razédo entre a
citotoxicidade para macrofagos e monocitos (CCso) e a agéo contra formas amastigotas em cada

um desses tipos celulares (ICso) [PEREIRA, 2010].

6.0. Experimentos in vivo
6.1. Preparacao do gel
O gel a base de Carbopol foi preparado seguindo o protocolo descrito em literatura por
Ferreira (2006). Inicialmente foi realizada uma mistura de Nipagin com &gua destilada até sua
total solubilizag&o, entdo foi adicionado o Carpobol a dilui¢do, em seguida a essa mistura foi
adicionado o complexo metalico, incorporados separados em cada gel, e, a fim de obter a
consisténcia de gel, foi adicionado aos poucos Trietonolamina, até a obtencédo de gel espesso.
Esta formula foi escolhida por apresentar melhor consisténcia e homogeneidade para
avaliar o potencial anti — Leishmania de complexos metélicos a base de prata. Os complexos
metalicos foram incorporados na concentracdo de 3 mg/L, valor definido para fins comparativos
ao controle positivo do estudo, composto pela droga Glucantime®, foi administrada na mesma
concentracdo, via intramuscular (IM). Apés a preparacdo, forammantidos em recipientes de

plastico com tampa rosqueavel, longe de luminosidade, a temperatura ambiente (20 a 25 °C).
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6.2. Animais de experimentacao

Para o ensaio foram utilizados 36 animais de experimentacdo do tipo hamster dourados
(Mesocricetus auratus), por ser o modelo experimental mais indicado em testes in vivo (CROFT
e SUNDAR, 2006), machos, adultos, com idade de cerca de 12 semanas, pesando em torno de
150 mg sendo livres de patdgenos provenientes do Biotério Central do INPA (CEUA
060/2018). Os animais foram mantidos alojados em gaiolas de aco inoxidavel em salas
climatizadas, as quais contavam com disposicdo de luz, temperatura (22-25°C) e umidade (50-
60%) de forma controlada, em condi¢des de alimentacdo ad libitum e livre acesso a dgua.
6.3. Infeccdo e tratamento dos animais

Para o experimento foi utilizado o protocolo de Rocha (2012), modificado. Os animais
foram separados grupos, cinco contavam com animais infectados na regido do focinho, com
100uL de solugdo contendo 10° promastigota/mL de Leishmania spp. O delineamento

experimental esta representado na Figura 7.

Figura 7: Esquema de delineamento experimental

36 animais
L. (L.) amazonensis [™ .
— I: Grupo controle ndo infectado
I1: Grupo controle infectado ndo tratado
®
Total 72 animais I11: Grupo infectado tratado com Glucantime (1M)
Mesocricetus auratus |— = | 1V: Grupo infectado tratado com Agl (T6pico)
V: Grupo infectado tratado com Ag2 (Tépico)
VI: Grupo infectado tratado com Placebo [apenas gel sem
36 animais - -~
—| L (v.) guyanensis adicdes] (Topico)

Fonte: Elaborado pela autora
O procedimento foi repetido nos dois ensaios, com espécies diferentes do parasita. O

tratamento foi iniciado ap0s o aparecimento da leséo, nos animais infectados com L. (L.)
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amazonensis, apos 28 dias de infeccdo, L. (V.) guyanensis, apos 30 dias de infeccdo. Os geis
foram aplicados sobre a lesdo uma vez ao dia por 30 dias ininterruptos. A avaliacdo do curso
da infeccéo foi feita com paquimetro (Zaas® Precision), determinando o volume da lesdo, uma
vez por semana, realizada fotodocumentacéo das lesdes, para analise morfoldgica da evolucao
da infeccdo. Apos 30 dias de tratamento, animais foram eutanasiados utilizando cloridrato de

ketamina (Dopalen®) associado a cloridrato de xilazina (Anasedan®), de acordo com CEUA.

6.4. Andlises in vivo

Apdls eutanasia, amostras das lesdes foram tricotomizadas, onde uma amostra do
tecido da regido da lesdo de cada animal foi seccionada e realizado imprinting sobre uma
lamina de vidro, foram coradas usando o kit Panético (Laborclin®). As laminas foram
avaliadas sobre microscopia Optica, contando 30 campos, quantificando células infectadas,
néo infectadas e quantidade de formas amastigotas interiorizadas.

Para analise da viabilidade parasitaria, um fragmento da lesdo e figado de cada animal
foi cultivado em meio NNN, incubados em estufa, 25 °C, por sete dias. Apos esse periodo,

uma aliquota foi analisada sobre microscopia Optica, avaliando a viabilidade parasitaria.

7.0. ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios foram realizados em triplicatas, seus resultados expressos como média +
desvio padrdo. Utilizamos analise de varidncia Two-Way (ANOVA) para avaliar
significancia estatistica entre os grupos, seguido pelo teste de Tukey para comprar as médias

dos grupos, como 95% de confianga. A analise estatistica foi realizada usando o software

GraphPad Prism® (versdo 6.0 para Windows), utilizando regresséo linear para célculo de 1Cso

(concentracéo inibitoria).
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8.0.RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos in vitro

Os bioensaios in vitro correspondem a etapa inicial dos estudos com complexos
metalicos. A Tabela 3 apresenta os valores de 1Csg dos complexos metélicos contra formas
promastigotas de Leishamnia spp. nos trés horarios testados.

Quando testados contra formas promastigota de L. (L.) amazonensis, 0s complexos
apresentaram melhor resultados no periodo de 24h 1Cso>10 uM, resultado o qual se repetiu no
periodo de 48h, apenas com o complexo Ag2, em comparagdo com o controle positivo,
Glucantime®, indicando uma possivel atividade anti-Leishmania desse complexo para essa
espécie e forma evolutiva do parasita (Tabela 2).

Ja contra a espécie L. (V.) guyanensis, os complexos ndo apresentaram valores de ICso
que indiguem um potencial anti-Leishmania, sendo assim, 0s complexos ndo apresentam
atividade para essa forma evolutiva e espécie do parasita (Tabela 2). Tal inatividade pode
ocorrer devido a natureza do ligante dos complexos testados, visto que diferentes ligantes
apresentam a capacidade de induzir os complexos a atingir alvos bioldgicos de acordo com a

interacéo existente no complexos (MEDICE et al., 2019).
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Tabela 2. Valores de 1Cso (umol + Desvio Padrdo) da atividade dos complexos de prata contra formas promastigotas
Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis ap6s 24, 48 e 72h. P <0,05.

Valores de ICso (umol/mL + Desvio Padrdo) / Tempo de incubagéo
Leishmania (Leishmania) amazonensis (IM5584)

Compostos 24 48 72
Agl <10™ 69,18 + 3,03 104,50 + 1,47
Ag2 <10™ <10™ 54,33 + 0,76
Glucantime® 292,14 + 2,40" 343,10 +2,37" 435,60 + 3,03"

Valores de 1Cso (umol/mL + Desvio Padrdo)/ Tempo de incubagéo
Leishmania (Viannia) guyanensis (M4147)

Compostos 24 48 72
Agl 75,14 + 0,53 130,30 + 2,94 228,90 + 1,26
Ag2 108,51 + 0,54 120,81 + 2,04 150,30 + 2,75
Glucantime ® 286,60 + 1,28 376,51 + 2,74 453,70 + 3,18

I1Cs0: Concentragao inibitoria a 50% (umol/mL + Desvio Padrao)

P < 0,05 Diferenca significativa, de acordo com o teste de Tukey

* valores marcados com asterisco significa que o composto é estatisticamente diferente do outros

** valores marcados com dois asteriscos significa que o composto é estatisticamente semelhante ao outro.

A atividade de um medicamento a base de metal depende ndo apenas da natureza do
metal, mas das propriedades fisico-quimicas dos ligantes que, por sua vez, determinam o
impedimento estérico, lipofilicidade e carga total dos complexos resultantes e, em muitos casos,
também sdo capazes de interagir com diferentes alvos bioldgicos, como o DNA no caso de
diimina intercalada. Por este motivo, é dificil comparar os dados obtidos com diferentes classes
de complexos, pois sua atividade pode ser direcionada para diferentes alvos biolégicos,
determinando diferentes mecanismos de a¢do (ESPURI et al., 2019).

A literatura relata relatados apenas alguns exemplos de complexos de prata testados
contra formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Segura et al. (2014) testou compostos de
prata ternarios com ligantes N, N-diimina e tioureia, obtendo valores de ICsoa 72h na faixa de
5,68-9,87 uM. Mais recentemente, uma série de compostos de prata contendo imidazolidina -
2 - tiona (imzt) e fenantrolina foram relatados e 0s mais potentes contra as formas promastigota
e amastigota de L. (L.) amazonensis foram as espécies dimericas [Agz (imzt)s] (NO3z )2 (ICso =

4,67 e 1,88 uM, respectivamente) compardvel ao medicamento de referéncia anfotericina B.
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Porém, a atividades demonstrada por complexos de prata e 0 mecanismo de a¢éo ainda ndo foi
elucidado (ESPURI et al., 2019).

Tais resultados que encontramos para L. (V.) guyanensis podem estar diretamente
ligados ao ligante que forma os complexos. Esteban — Parra et al. (2019) testaram dois
complexos metélicos a base de prata, contendo 5,7-dimetil[1,2,4] triazolo [1,5-a] pirimidia
(dmtp) como ligantes e perclorado e tetafluoroborato no modo de contra-ion, L. (V.)
braziliensis, onde os complexos apresentaram inibicdo do crescimento de formas promastigotas
superior a 50%.

Os autores, Esteban — Parra et al. (2019), concluiram que o ligante teve acdo direta na
inibicdo do crescimento dos parasitas, apresentando atividade biologica ndo somente em
complexos de prata, mas também em complexos contendo outros céations metalicos, como
niquel. Um dos complexos testado por esses autores, [Agz2(dmpt)2] (BF4)s (H20)2 apresenta um
ligante semelhante ao nosso complexo Agl, BF4, corroborando com hipotese da constituicéo e
natureza do ligante estar ligado a atividade do complexo.

A Figura 8 apresenta os dados das concentracbes dos complexos Agl e Ag2 nos
periodos estudados, contra formas promastigota de L. (L.) amazonensis. Nos tempos de 24, 48
e 72h existe diferenca estatistica das concentragfes dos complexos em relagdo ao controle
positivo. O complexo Agl apresentou menor nimero de parasita viaveis nas concentracdes de
160 pmol/mL e 80 umol/mL, no tempo de 24h.

O complexo Ag2 apresenta resultados melhores que Agl, com menor nimero de
parasitas viaveis em todas as concentragcdes nos tempos estudados, porém, nas concentracoes
de 160 umol/mL e 80 umol/mL tem — se as menores quantidade de parasitas viaveis, indicando
uma possivel acdo anti - Leishmania contra essa espécie e forma evolutiva de Leishmania

(Figura 8).
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Figura 8. Atividade dos complexos Agl e Ag2 contra formas promastigotas de L. (L.) amazonensis em quatro
concentragdes (160 — 20 umol/mL) em comparagio ao farmaco Glucantime® e controle negativo, meio de cultura
com parasita, nos periodos de 24, 48 e 72h.
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Nota: Dados marcados com asterisco significa que os compostos sio estatisticamente diferentes ao Glucantime®.
Dados marcados com NS significa que ndo existe diferenca estatistica entre os compostos. P<0,05.

A Figura 9 apresenta os dados das concentragcBes dos complexos Agl e Ag2 nos
periodos estudados, contra formas promastigota de L. (V.) guyanensis. O complexo Agl
apresentou menor quantidade de parasitas viaveis na concentragdo de 160 pmol/mL, no tempo
de 24h, seguido do crescimento exponencial dos mesmos nos demais tempos estudados, porém,
todos menores que a quantidade de parasitas no controle positivo. O complexo Ag2 apresentou
menor quantidade de parasitas viaveis na concentragdo de 160 umol/mL no tempo de 24 ¢ 48h

em relacéo ao controle positivo, em relacdo ao controle positivo.
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Figura 9. Atividade do complexo Agl e Ag2 contra formas promastigotas de L. (V.) guyanensis em quatro
concentragdes (160 — 20 umol/mL) em comparagio ao farmaco Glucantime® e controle negativo, meio de cultura
com parasita, nos periodos de 24, 48 e 72h.
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Nota: Dados marcados com asterisco significa que os compostos sdo estatisticamente diferentes ao Glucantime®.
Dados marcados com NS significa que ndo existe diferenca estatistica entre os compostos. P<0,05.

A atividade citotoxica dos complexos foi testada em comparacdo ao controle positivo,
como visto na Tabela 3. Quando avaliados em macrofagos peritoneais murinos e mondcitos
humanos, o complexo Agl mostrou — se toxico. Greulich et al. (2013) e Mijnendonckx et al.
(2013) ja haviam relatado a atividade citotoxica de complexos metalicos, entre eles aqueles a
base de prata em estudos in vitro utilizando macréfagos peritoneais murinos e células humanas,
onde se observa a atividade citotoxica de ions de prata em concentragdes acima de 1,5 ppm para

macrofagos e concentracdes acima de 30 ppm para mondcitos humanos.

52



O complexo Agl, de acordo com 0s mesmos autores, foi 0 primeiro complexos de prata
e fosfina que possuem uma atuacdo como inibidor de TrxR. Antes dos complexos Agl, Hickey
et al (2008) relataram um complexo de prata, porém contendo difosfina atuando em mitocondria
de leveduras.

Ja o complexo Ag2 ndo apresentou atividade citotdxica em ambos os tipos celulares em
nenhum dos periodos estudados, com valores de CCso superiores ao farmaco Glucantime®.
Nossos resultados concordam com os achados por Espuri et al. (2019), o qual testaram
complexos metalicos a base de prata com ligantes de fenantrolina, em macréfagos peritoneais
murinos e obtiveram valores de CCsg 91,80 pug/mL, em relacdo a droga de referéncia
Anfotericina B®, CCsp 25,00 pg/mL.

A acdo citotoxica desse complexo pode estar relacionada com o ligante. Santini et al.
(2011), que sintetizaram os complexos utilizados nesse trabalho, relatam que o metal pode de
fato atuar de forma distinta na interacdo com o substrato bioldgico, seja qual for ele. O
complexo Agl, que contém ligantes a base de fosfina, quando testado em células tumorais in
vitro, teve capacidade de reducéo de inibir a proteina tiorredoxina redutase (TrxR) em até 50%
a nivel nanomolar, sendo essa atuacao a responsavel por sua citotoxicidade em células tumorais.

A capacidade de inibir seletivamente o TrxR em células de mamiferos na faixa de
nanomolar de baixo valor foi recentemente confirmada para uma série de complexos a base de
prata. Ag2 era um inibidor muito forte tanto da enzima purificada quanto dos extratos celulares
e exercia uma notavel atividade citotdxica em direcdo a um grande painel de linhas celulares
cancerosas (DAMMAK et al., 2020).

Curiosamente, Ag2 juntamente com a inibicdo de TrxR e a superproducdo de ROS
levam a morte celular por apoptose, e também mostraram habilidade em danificar o DNA. Esse
mecanismo duplo tem sido relacionado a presenca do ligante HB(pz)s que é capaz de interagir

com o DNA (DAMMAK et al., 2020).
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Esses resultados confirma o papel fundamental da natureza dos ligantes e se suas
combinagbes que podem influenciar a atividade citotdxica dos complexos, indicando néo
apenas o equilibrio hidrofilico-lipofilico dos complexos de Ag (1), mas também seu mecanismo

de acdo (DAMMAK et al., 2020).

Tabela 3. Atividade citotdxica em macréfagos peritoneais murinos e monécitos humanos com valores de CCsp
(umol £ Desvio Padrédo) dos complexos de prata ap6s 24, 48 e 72 h de incubagéo. P<0,05.
Valores de CCso (umol/mL * Desvio Padréo)/Tempo de incubacdo
Macrofago peritoneal

Compostos 24 48 72
Agl 52,66 +1,87" 95,49 +1,13" 92,62 +2,63"
Ag2 200,88 +0,20™ 206, 38 +1,14™ 209,44 + 2,00
Glucantime® 178,99 £ 0,23 205,21 +1,25™ 211,61 +2,48™

Valores de CCso (umol/mL + Desvio Padrido) / Tempo de incubagdo
Mondcito humano

Compostos 24 48 72
Agl 98,02 + 0,99 94,30 + 2,90 69,37 + 1,28
Ag2 175,19 + 1,78 391,63 +£ 2,47 436,80 + 2,75
Glucantime® 149,36 + 1,52 254,90 + 2,74 398,40 + 1,18™

CCso: Concentracdo citotoxica a 50% (umol/mL + Desvio Padrao)

P <0,05: Diferenca significativa, de acordo com o teste de Tukey

* valores marcados com asterisco significa que o composto é estatisticamente diferente dos outros

** valores marcados com dois asteriscos significa que o composto € estatisticamente semelhante ao outro.

A atividade contra formas amastigota dos complexos metalicos a base de prata foi
testada em comparagdo com Glucantime®. Os resultados com macréfagos peritoneais murinos
infectados com L. (L.) amazonensis, o complexo Agl mostrou menor quantidade de células
infectadas nos tempos de 24, 48 e 72h quando comparados com complexo Ag2 e Glucantime®.
Jé os resultados com mondcitos humanos infectados, Ag1l mostrou menor quantidade de células
infectadas no tempo de 24h, em comparagdo com Glucantime® (Tabela 4)

Nossos resultados apresentam — se melhores que os encontrados por Espuri et al. (2019),
que avaliou a atividade de complexos metalicos a base de prata complexados a ligantes do tipo
fenantrolina contra formas amastigota de L. (L.) amazonensis interiorizadas em macrofagos

peritoneais murinos, obtendo resultados de 1Cso de 2,31 pg/mL e 1,30 pug/mL, em relagdo ao
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farmaco Anfotericina B®, ICso 1,20 ug/mL, também utilizado no tratamento da Leishmaniose
cutanea.

Os resultados com macrofagos infectados por formas amastigotas L. (V.) guyanensis, 0
complexo Ag2 apresentou menor quantidade de células infectadas no tempo de 48h, em relagédo
ao complexo Agl e o controle positivo. Ja os resultados com mondcitos humanos infectados,
todos os complexos apresentam valores elevados de células infectadas (Tabela 4).

Na literatura ndo foi encontrado resultados de complexos metalicos a base de prata
contra formas amastigotas de L. (V.) guyanensis, porém, Nascimento et al. (2019) utilizou
complexos a base de ruténio contra L. (V.) braziliensis e obteve uma diminuicéo significativa
no numero de células infectadas, na concentracdo de 50umol ¢ 100pmol.

Além do ICsg, também foi calculado o indice de seletividade (IS), com o objetivo de
avaliar e medir a seletividade dos complexos metalicos em relacdo as células hospedeiras,
macrofagos e mondcitos, e as formas amastigotas do parasita. Os valores do IS maiores ou
iguais a 10 foram considerados satisfatorios (CHAVES et al., 2016). Em nosso estudo, 0s
resultados de IS mostraram eficiéncia com macrofagos peritoneais somente quando submetido

ao complexo Ag2 (Tabela 4).
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Tabela 4 . Valores de ICso (umol £ Desvio Padréo) da atividade dos complexos de prata contra formas amastigota de Leishmania (Leishmania)
amazonensis e Leishmania (Viannia) guyanensis apds 24, 48 e 72h, e valores de indice de seletividade (SI) em macréfagos Peritoneais.

Amastigota ICso

Amastigota ICso

indice de seletividade

(uM (10® M) + Desvio Padréo) ( UM (10°° M) * Desvio Padrio) Macroéfagos
Complexo Pez;(;do Macréfago Mondcitos
L.(L.) L. (V) L. (L.) L. (V) L.(L.) L. (V)
amazonensis guyanensis amazonensis Guyanensis amazonensis guyanensis
24 6.09 £ 0.47 90.51 £0.70 23.28 £1.04 109.20 £ 0.63
Agl 48 1491+ 041 105.12 £ 0.42 69.04 £ 0.34 186.60 + 0.57 3.89 3.64
72 23.80+£1.51 116.25 +1.58 150.70 £ 0.91 270.30 £ 0.25
24 90.45+1.33 65.44 + 0.50 91.30+0.9 237.10+0.94
Ag2 48 103.70 £ 1.59 30.50 £0.70 129.87 £0.23 235.70 £ 1.03 10.28 6.70
72 11287 +£1.18 103.28 £ 1.17 230.10 £ 2.01 200.90 £ 0.90
24 57.08 £0.77 48.19 +0.77 294.60 + 0.38 374.70 £ 0.64
Glucantime® 48 279.20 £1.95 70.19+1.62 317.20£1.75 372.60£1.75 - -
72 318.67 +£1.48 101. 06 + 1.02 391.00 £1.38 427.80 £ 1.32

ICso: Concentracdo inibitéria a 50% (uM (10 M) + Desvio Padréo)

SI: indice de seletividade

P <0,05: Diferenca significativa, de acordo com o teste de Tukey
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A Figura 10 apresenta dados da atividade dos complexos contra formas amastigotas de
L. (L.) amazonensis interiorizadas em macréfagos peritoneais murinos. Todas as concentracoes
do complexo Agl apresentam diferencas estatisticas em comparagdo com o controle positivo e
negativo, com diminuicdo decrescente na quantidade de macréfagos infectados, com menor
quantidade na concentracdo de 160 umol/mL no periodo de 72h, concentragdo a qual apresentou
valores de infeccéo inferior ao farmaco padréo nos tempos de 24, 48 e 72h.

O complexo Ag2 apresentou menor quantidade de macréfagos infectados também na
concentracdo de 160 pmol/mL, em relacdo ao farmaco padréo, porém apenas no tempo de 24h,
seguido de crescimento nos demais tempos estudados, apresentando quantidade de células

infectadas superiores ao controle positivo (Figura 10).

Figura 10. Atividade do complexo Agl e Ag2 contra formas amastigotas de L. (L.) amazonensis interiorizadas
em macréfagos peritoneais murinos em quatro concentragdes (160 — 20 umol/mL) em comparagdo ao farmaco
Glucantime® e controle negativo, meio de cultura com parasita, nos periodos de 24, 48 e 72h
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Nota: Dados marcados com asterisco significa que os compostos sdo estatisticamente diferentes ao Glucantime®.
Dados marcados com NS significa que ndo existe diferenca estatistica entre os compostos. P<0,05.
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JaaFigura 11 apresenta a atividade dos complexos metalicos contra formas amastigotas
de L. (L.) amazonensis interiorizadas em monaocitos humanos. O complexo Agl, em todas as
concentracdes, apresentou quantidade muito superiores de mondcitos infectados quando
comparadas com controle positivo, com pequeno decréscimo na quantidade no tempo de 48h,
na concentracgdo de 160 umol/mL.

O complexo Ag2 apresentou menor quantidade de mondcitos infectados no periodo de
24h, nas concentragdes de 160 pmol/mL e 80 umol/mL em relacdo ao controle positivo. Nos
demais tempos estudados houve aumentos de células infectadas, com valores de mondcitos

infectados superiores ao controle positivo (Figura 11).

Figura 11. Atividade do complexo Agl e Ag2 contra formas amastigotas de L. (L.) amazonensis interiorizadas
em monocitos humanos em quatro concentragdes (160 — 20 umol/mL) em comparagdo ao farmaco Glucantime® e
controle negativo, meio de cultura com parasita, nos periodos de 24, 48 e 72h
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Nota: Dados marcados com asterisco significa que os compostos sdo estatisticamente diferentes ao Glucantime®.
Dados marcados com NS significa que ndo existe diferenca estatistica entre os compostos. P<0,05.
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A Figura 12 apresenta atividade dos complexos contra formas amastigotas de L. (V.)

guyanensis., onde ambos complexos apresentam menos células infectadas na concentracéo de

160 pmol/mL.

Figura 12. Atividade do complexo Agl e Ag2 contra formas amastigotas de L. (V.) guyanensiss interiorizadas em
macrdfagos peritoneais murinos em quatro concentragdes (160 — 20 pmol/mL) em comparag¢do ao farmaco
Glucantime® e controle negativo, meio de cultura com parasita, nos periodos de 24, 48 e 72h
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Nota: Dados marcados com asterisco significa que os compostos sio estatisticamente diferentes ao Glucantime®.
Dados marcados com NS significa que ndo existe diferenca estatistica entre os compostos. P<0,05.

A Figura 13 apresenta dados da atividade dos complexos contra formas amastigotas de
L. (V.) guyanensis interiorizadas em mondcitos humanos. O complexo Agl, na concentracao
de 160 umol/mL apresentou menor quantidade de mondcitos infectados, em relacéo ao farmaco

padrdo no periodo de 24h, com diferencas estatisticas entre eles.
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O complexo Ag2 apresentou menor quantidade de monocitos infectados na
concentracdo de 160 umol/mL relagdo ao controle positivo em todos os tempos estudados, com

diferencas estatisticas entre 0s mesmos e o controle negativo (Figura 13).

Figura 13. Atividade do complexo Agl e Ag2 contra formas amastigotas de L. (L.) amazonensis interiorizadas
em mondcitos humanos em quatro concentragdes (160 — 20 umol/mL) em comparagdo ao farmaco Glucantime® e
controle negativo, meio de cultura com parasita, nos periodos de 24, 48 e 72h
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Nota: Dados marcados com asterisco significa que os compostos sio estatisticamente diferentes ao Glucantime®.
Dados marcados com NS significa que ndo existe diferenca estatistica entre os compostos. P<0,05.
Preparacdo dos géis

Os géis foram preparados de acordo com o protocolo de gel base de carbopol. Com os
geéis prontos (Figura 14) , foi feita a quantificagdo de rendimento, com a pesagem dos géis em
balanca analitica, afericdo do volume, com auxilio de uma seringa e densidade do géis, este
sendo o0 quociente entre massa/volume. Os resultados estdo listados na tabela 5, pode — se

perceber que 0s complexos apresentam valores aproximados em todos os critérios analisados.
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Figura 14: Géis incorporados com complexos metalico. A: gel com incorporagdo de Agl; B: gel com

incorporacdo de Ag2; C: gel sem adi¢éo de nenhum complexo (placebo).

Tabela 5: caracteristicas dos géis com complexos metalicos incorporados

Rendimento Volume Densidade
Agl 43,88 ¢ 41 mL 1,07
Ag?2 36,02 g 35mL 1,02

Ensaios in vivo

A andlise do efeito anti-Leishmania dos géis frente lesbes causadas por L. (L.)
amazonensis e L. (V.) guyanensis em animais de experimentacéo se deu por afericdo do volume
total da lesdo e quantificacdo de células infectadas e amastigotas interiorizadas no tecido da
leséo.

Quando utilizados no tratamento de lesbes causadas por L. (L.) amazonensis, 0s géis
contendo os complexos metélicos apresentaram reducéo do volume da lesdo menor que visto
no Glucantime®, porém, apresentam reducdo significativa em comparagdo com controle
negativo. Ao analisarmos a Figura 15, pode ser observado uma tendéncia a reducéo do volume
das lesBes apos 0 14° dia de tratamento, seguida de notavel estabilidade dessa reducéo até o fim
do tratamento. O gel contendo Ag2 mostra maior reducdo entre os dois complexos, com

diferenca estatistica em relacdo ao grupo sem tratamento (P < 0,001).
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Volume de les&o (cm?®)

Figura 15: Efeito do tratamento tépico na lesdo em Mesocricetus auratus infectados com L. (L.) amazonensis,
com géis contendo complexos metalicos incorporados, 0,3 mg/dia, animais infectados e ndo tratados, animais
tratados com Glucantime® IM 3 mg (Sb®). kg.dia. Os dados representam a média + DP.
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O aspecto morfoldgico e a evolugdo do volume das lesbes sdo causada por L. (L.)
amazonensis € apresentada na Figura 16. O grupo composto por animais sem infeccdo
apresentam a regido do focinho sem alteracGes morfoldgicas.

No grupo infectado sem tratamento é possivel observar a evolucdo da lesdo tipica
causada por essa espécie, com presenca de um grande edema inicial, seguido para um processo
ulcerativo da regido da leséo, levando por fim, a destruicdo dos tecidos da area da lesdo e regiGes
adjacentes. O aspecto das lesdes apds a tricotomia apresentou endurecimento em todos 0s
animais do grupo.

Animais infectados e tratados com Glucantime® apresentaram discreta reducdo do
edema formado, porém, sem regressao da lesdo. Notou — se que as lesGes apresentavam aspecto
tecidual endurecido no local com edema.

O grupo tratado com Agl apresentou piora no estado clinico da lesdo, iniciada com
edema caracteristico da lesdo por L. (L.) amazonensis, evoluindo com grave ulceragdo e

destruicdo da regido nasal do animal, aspecto semelhante ao apresentado pelo grupo infectado
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e ndo tratado. As lesdes apresentaram puruléncia, indicando um processo infeccioso secundario
por tipos bacterianos.

O grupo tratado com Ag2 apresentou reducdo do edema, sem evolucédo da leséo a
processos ulcerativos, entretanto, os animais apresentam lesées maiores que o0 grupo tratado
com Glucantime®. As lesdes, assim como no grupo tratado com Agl, apresentaram puruléncia,
assim como o tecido da les&o e endurecidos.

No grupo Placebo foi observada a evolucgéo da lesdo em todos os animais, com formacao

de edema e de forma posterior, processo ulcerativo com inicio de destruicdo da regido afetada.

Figura 16: Evolucdo do tratamento tépico de lesdes em Mesocricetus auratus infectados com L. (L.) amazonensis, usando
géis contendo complexos metélicos incorporados (0,3 mg/dia), gel sem adicdo de complexos (placebo), tratados com
Glucantime® IM 3mg (Sh°). kg.dia® em relacéo aos grupos infectado e ndo tratado e ndo infectado.

Nio infectado Infectado Glucantime Agl Ag Placebo
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IM: intramuscular

A quantificacdo de células infectadas em imprintings de lesGes, Figura 17, mostra que
os géis contendo os complexos ndo apresentaram diferenca estatistica para o Glucantime®. O

grupo tratado com Agl apresentou maior quantidade de amastigotas interiorizadas, com
62



diferenca estatistica em relacio ao Glucantime®, resultado inverso é encontrado no grupo
tratado com gel contendo Ag2, que apresentou diferenca estatistica ao grupo de animais sem
tratamento. Tais resultados indicam que o gel contendo complexo Ag2 pode apresentar
potencial de reducao da carga parasitaria intracelular em formulagdes topicas, a 3mg/mL, porém

por maior periodo de tratamento que estudado.

Figura 17: indice de infeccdo e amastigotas quantificados em lesio em Mesocricetus auratus infectados por L.
(L.) amazonensis.
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Dados representam a média + DP.
Letras indicam diferencas estatisticas segundo teste de Tukey (P > 0,05).

O diagnostico parasitologico confirmou a infeccdo dos animais submetidos inoculagao
de L. (L.) amazonensis, com presenca de parasitas viaveis em todos os fragmentos de lesdo e
figado cultivados em meio NNN.

Também foram analisados esfregacos sanguineos de cada animal dos grupos, e
quantificadas as células do sistema imunitario. No grupo limpo, obteve — se maior nimero de
células do tipo linfdcitos, seguido de segmentados e mondcitos, e pouca quantidade. O grupo
infectado e ndo tratado apresentou quantidade de células segmentados e linfocitos iguais,
seguido por mondcitos e eosinofilos, sem presenca de basofilos. O grupo tratado com
Glucantime® apresentou maior quantidade de linfocitos, seguidos por segmentados e

monacitos, valores muito semelhantes aos encontrados em animais limpos (Figura 18).
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Quando tratados com Agl, os animais apresentaram quantidade de células de linfocitos
e segmentados semelhantes, seguido dos monacitos, resultado semelhante ao encontrado em
animais infectados e ndo tratados. Animais tratados com Ag2 e Placebo apresentaram valores
de linfocitos, segmentados e mondcitos iguais, sem diferenca aparente entre esses dois

tratamentos (Figura 18).

Figura 18: Valores absolutos de células do sistema imunitario encontradas em esfregaco sanguineo de animais
infectados com L. (L.) amazonensis tratados com géis contendo complexos metalicos, Agl e Ag2, incorporados,
0,3 mg/dia, animais infectados e ndo tratados e animais tratados com Glucantime® IM 3mg (Sb®). kg.dia®.
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Sobre os demais 6rgédos e aspectos morfolégicos dos mesmos, o grupo infectado nao
tratado e grupo Placebo apresentaram petéquias por toda a extensdo do figado, assim como
animais tratados com Glucantime®, porém, sabe — se da atividade toxica desse farmaco no
6rgdo, ja que o mesmo tem sem processo de metabolizacdo de forma hepética, o que pode
explicar o aparecimento de tais marcas.

Com relacdo ao tratamento com complexos metalicos, o grupo tratado com Agl além
de presenca de petéquias no figado, com presenca de machas esbranquicadas de borda irregular
em regides do lobo esquerdo e/ou direito do 6rgado, apresentaram também quadro semelhante a
hidremia assim como coloracdo sanguinea escura, do tipo amarronzada. O grupo tratado com
Ag2 apresentou 0s mesmos aspectos, porém, alguns animais apresentaram 0s rins com

coloragéo esbranquigada (Figura 19).
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Figura 19: Aspecto de 6rgdo, figado, de animais infectados por L. (L.) amazonensis tratados com Agl (A) e Ag2
(B). No detalhe é possivel visualizar areas esbranquicadas nos lobos dos 6rgédos.

Fonte: obra da autora

A Figura 20 apresenta resultados de testes em lesdes causadas por L. (V.) guyanensis. O
tratamento com géis contendo os complexos metalicos ndo apresentou atividade redutiva do
volume das lesdes, em comparacdo ao Glucantime®, tendo o grupo tratado com Agl sem
diferenca estatistica ao grupo de animais sem tratamento (P < 0,001). Tais resultados indicam
que os complexos ndo apresentam tem capacidade de reducdo da lesdo contra a espécie, na

concentracdo e periodo de tratamento estudado.

Figura 20: Efeito do tratamento tdpico na lesdo em Mesocricetus auratus infectados com L. (V.) guyanensis, com géis
contendo complexos metélicos incorporados, 0,3 mg/dia, animais infectados e ndo tratados e animais tratados com
Glucantime® IM 3mg (Sb®). kg.dia*. Os dados representam a média + DP.
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A apresentacdo clinica, morfoldgica e a evolucdo do volume das lesdes causadas por L.
(V.) guyanensis €é vista na Figura 21, que se apresentam diferentes das causadas por L. (L.)
amazonensis. Sao lesGes pequenas, com edema sem grandes dimensfes, ndo evoluindo para
processo ulcerativo e destruicdo da lesdo de forma rapida, como no grupo sem tratamento e
Placebo, o qual nos 30 dias de acompanhamento apresentou crescimento da lesdo de forma
caracteristica da espécie.

Lesdes de animais do grupo tratado com Gluncatime® apresentou moderada redugdo no
volume da lesdo durante o tratamento, entretanto, foi constatado processo ulcerativos em trés
dos seis animais do grupo. Os grupos tratados com complexos metalicos apresentam evolugédo
da lesdo, o grupo tratado com Agl foi observado aumento do edema na regido lesionada. O
grupo tratado com Ag2 além do aparecimento do edema, leve ulceracdo com presenca de

regides purulentas proximo ao fim do tratamento.

Figura 21: Evolucdo do tratamento topico de leses em Mesocricetus auratus infectados com L. (V.) guyanensis,
usando géis contendo metalicos incorporados (0,3 mg/dia), gel sem adicdo de complexos (placebo), tratados com
Glucantime® IM 3mg (Sb®). kg.dia® em relagdo aos grupos infectado e néo tratado e ndo infectado.
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Em relacdo a quantidade de células infectadas, como mostra a Figura 22, ndo houve
reducdo na carga parasitaria pelos complexos. Em comparacdo ao grupo tratado com
Glucantime®, o grupo tratado com Ag1 apresentou diferenca estatistica em relagio a quantidade
de células infectadas e amastigotas interiorizados, Ag2 tem menos células infectadas e

amastigotas interiorizados, porém, sem diferencas em relacdo aos controles.

Figura 22: Indice de infecco e amastigotas quantificados em lesdo em Mesocricetus auratus infectados por L.
(V.) guyanensis, tratados com géis contendo complexos metélicos, animais infectados sem tratamento e animais
tratados com Glucantime® IM 3mg (Sb%).kg.dia™.
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Dados representam a média + DP.
Letras indicam diferengas estatisticas segundo teste de Tukey (P > 0,05).

O diagndstico parasitolégico confirmou a infecgdo dos animais submetidos inoculagéo
de L. (V.) amazonensis, com presenca de parasitas viaveis em fragmentos de lesdo cultivados
em meio NNN.

O esfregaco sanguineo mostrou que no grupo limpo, obteve — se maior nimero de
células do tipo linfdcitos, seguido de mondcitos e segmentados. O grupo infectado e nédo tratado,
tratado com Glucantime® e tratado com Ag1l apresentaram valores semelhantes na quantidade
linfdcitos, seguido de células segmentados mondcitos. Animais tratados com Ag2 e Placebo
apresentaram valores de linfocitos, segmentados e mondcitos iguais, sem diferenga aparente

entre esses dois tratamentos (Figura 23).
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Figura 23: Valores absolutos de células do sistema imunitario encontradas em esfregagco sanguineo de animais
infectados com L. (V.) guyanensis tratados com géis contendo complexos metalicos, Agl e Ag2, incorporados, 0,3
mg/dia, animais infectados e néo tratados e animais tratados com Glucantime® IM 3mg (Sh®). kg.dia®.
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Os grupos infectados com L. (V.) guyanensis ndo apresentaram elevadas alteracoes
morfolégicas dos 6rgdos, em comparacdo a animais infectados com L. (L.) amazonensis. O
grupo tratado com Glucantime apresentou leve presenca de petéquias em alguns pontos do
figado, e o grupo tratado com Ag2 apresentou areas com petéquias em grande extensdo dos

lobos do figado (Figura 24).

Figura 24: Aspecto de 6rgdo, figado, de animais infectados por L. (L.) amazonensis tratados com Agl (A) e Ag2

(B). No detalhe é possivel visualizar areas eshranquigadas nos lobos dos 6rgéos.

A

S&@o escassos o0s relatos na literatura acerca do uso de complexos metalicos em

experimentacao in vivo, com as espécies em estudo. Os relatos de Nascimento et al. (2019)
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avaliou a acédo leishmanicida do complexo nitrosil de ruténio cis - [Ru(bpy)2(SO3)(NO)](PF ¢)
contra Leishmania (Viannia ) braziliensis na concentracdo de 300 ug/kg/dia, 0 qual o complexo
reduziu significativamente o tamanho da lesdo em 51% (p <0,05), com eliminacéo de 99,9%
dos parasitas encontrados nos linfonodos (p <0,001).

O estudo de Espuri et al. (2019) avaliou a acdo de complexo metélico base de prata,
[Agz(imzt)s] (NOz)2 em hamster infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi,
quantificando amastigotas vivo no tecidos do figado e baco, os resultados mostraram que 0
complexo reduziu o nimero de amastigotas nesses 6rgdos, em comparacdo com 0 grupo ndo

tratado.
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9.0. CONCLUSAO

Os bioensaios contra L. (L.) amazonensis, em formas promastigotas, Ag2 presentou
melhor atividade anti — Leishmania, ja amastigotas Agl apresentou maior atividade.

Contra L. (V.) guyanensis, os complexos ndo apresentaram atividade anti-Leishmania,
em amastigotas interiorizadas em macréfagos Ag2 apresentou menor quantidade de células
infectadas. Tais resultados sdo inovadores, caracterizam o estudo como pioneiro, visto que ndo
se tem em literatura relatos da utilizacdo de complexos a base de prata contra as formas
evolutivas de L. (V.) guyanensis.

Sobre citotoxicidade, Agl mostrou — se toxico para os tipos celulares testados, levando
a hipotese de que sua atividade frente ao parasita deve — se a essa atividade tdxica, Ag2 ndo
apresentou atividade toxica. O indice de seletividade mostrou resultado mais toleravel por Agl,
para L. (L.) amazonensis, apenas em relacdo a macrdfagos peritoneais.

O tratamento in vivo frente a lesbes de L. (L.) amazonensis, os complexos reduziram o
volume da lesdo a partir do 14° dia de tratamento, porém menos que Glucantime®, com Ag2
apresentando elevado nimero de amastigotas interiorizadas. Ambos complexos provocaram
alteracdes morfoldgicas de rins e figado, mesmo em concentracdes consideradas baixas.

Ja animais infectados com L. (V) guyanensis apresentaram evolucdo do quadro clinico
da lesdo, com aumento do edema e aparecimento de processo ulcerativo, consequentemente,
apresentando elevado nimero de amastigotas interiorizadas, sem danos ao figado e rins dos
animais.

Sendo assim, podemos concluir que o complexo Ag2, in vitro, apresenta atividade anti-
Leishmania. Em estudo in vivo, é necessario estudo de novo métodos de administracdo do

complexo, a fim de se ter uma maior absor¢do do complexo, e menos danos a 6rgaos internos.
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04/0572020 SEIMCTIC - 5305166 - Parecer Técnico

MINISTERIO DA

N\
INPA -

INSTITUTO NACIONAL DE
PESQUISAS DA AMAZONIA

INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS DA AMAZONIA
PARECER CONSUBSTANCIADO E CERTIFICADO SOBRE PROTOCOLOS DE PESQUISAS NO USO
DE ANIMAIS

CERTIFICADO DE APROVACAO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudos pre-clinicos de complexos a base de prata contra
Leishmania ssp (Kinetoplastidas trypanosomatidae", registrada com o n° 060/2018, SEI
01280.001865/2018-65, sob a responsabilidade de PAULINE DE FARIAS SOLDERA - que envolve a
producdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei N°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do INSTITUTO NACIONAL DE PESQUISAS
DA AMAZONIA - INPA, em reunido de 26/02/2020.

‘Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo: Inicio: 01/01/2019 a Final: 01/07/2020
{Espécie/linhagem/raga: Mus musculus - Balb - C ¢ Mesocricetus auratus
Numero de animais: Mus musculus - Balb - C - 120 ¢ Mesocricetus auratus - 120
IPeso/Idade: Mus musculus - Balb - C ->15g/ >‘: uzrsac'r:"ns i f;;s?:';i'ﬁ
Sexo: M
Origem: Biotério Central do INPA
Jejum: ndo sc aplica

L. L. anazibebsus ¢ L. (V.) guyanensis / Complexos Metilicos a base

Inoculac3o: de Prata ( Agl e Ag 2), Antimoniato de meglumina - Glucatime

Data de liberacio do Parecer: 27.02.2020

Raimunda Liege Souza de Abreu - Presidente CEUA-INPA - PO 011/2020

Documento assinado eletronicamente por Raimunda Liege Souza de Abreu, Pesquisador(a) em
Ciéncia e Tecnologia, em 23/03/2020, as 12:15 (horario oficial de Brasilia), com fundamento no art.
69, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

o A autenticidade deste documento pode ser conferida no site http://sei.mctic.gov.br/verifica.html,
g oaey> informando o cddigo verificador 5305166 e o cédigo CRC 7D4CFD94.
]

Referéncia: Processo n® 01280.001885/2018-65 SEI n® 5305166

hitps://sei.mctic. gov.briseicontrolador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_vi &id_d to=5997296&infra_sist... 1/1
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Apéndice IlI

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ..
AMAZONAS - UFAM asil
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo Experimental in vitro com células mononucleares do sangue periférico (CMSP)
de pacientes portadores de Leishmaniose cutédnea antes e apos tratamentos

alternativos
Pesquisador: Erika Oliveira da Silva
Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 29406319.2.0000.5020
Instituicao Proponente: Universidade Federal do Amazonas - UFAM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.974.245

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de um estudo experimental in vitro. O projeto sera dividido em duas etapas. Primeiro, sera
realizado atividade em campo, através do deslocamento da equipe de pesquisadores e técnicos até o
municipio de Rio Preto da Eva (AM) para atendimento a populagéo infectada em uma Unidade Béasica de
Saude Dr Hamilton Cidade. Neste momento, sera realizada a coleta de material biolégico (sangue,
escarificagcdo e biopsia da

lesdo). Para cada paciente, sera aplicado um questionario epidemiolégico e a realizagdo de exame clinico
dos pacientes que aceitarem participar do estudo assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Posteriormente, todo material sera levado ao Laboratério de Leishmaniose e Doenga de Chagas do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) e ao Laboratério de Histologia Funcional da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) para o armazenamento e processamento das amostras. Serdo
realizados os testes de diagnéstico parasitolégico em meio de cultivo e infecgdo de hamsters para
acompanhar o crescdmento dos parasitos. Além disso, serdo realizados testes bioquimicos para identificagao
da espécie de Leishmania e testes imunolégicos para avaliar a resposta imune frente as diferentes formas
clinicas da infecgdo. Com recursos préprios do grupo de pesquisa, serdo realizados os ensaios
imunolégicos. Serdo incluidos 20 individuos sem tratamento prévio, 20 pacientes apds tratamento com
Glucantime® (Controle positivo) e 20 individuos sadios (controle negativo), totalizando n= 60

Endereco: Rua Teresina, 495

Bairro: Adriandpols CEP: 69.057070
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3305-1181 E-mail: cep.ufam@gmall.com
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