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Resumo

Trés complexos paladaciclos, SF 1.1, SF 1.2 e §Hdram testados quanto a atividade sobre
a Leishmania (Leishmania) amazonengdrgcialmente esses compostos foram utilizados em
culturas de macréfagos peritoneais de camundonga8B8 infectadosin vitro comL. (L.)
amazonensisA viabilidade dos macrofagos foi avaliada pelaodé do MTT e Glucantime
foi utilizado como controle positivo nessas culsur®s complexos SF 1.1 e SF 1.2 foram
muito toxicos para 0s macrofagos devido a sua bdixiossolubilidade e as altas
concentracdes de dimetilsulfoxido necessérias gata total dissolucédo, inviabilizando a sua
utilizacdo nos ensaios com la (L.) amazonensisPor outro lado, o complexo SE 1.1
apresentou um efeito leishmanicida de 85% e baixmitlade as culturas de macréfagos a
concentracdo de 325 nM. Varias concentracbes dol.3Eforam testadasn vivo em
camundongos BALB/c infectados comLa (L.) amazonensisA infeccdo dos animais foi
avaliada pela medida das lesdes das patas e det€éui da carga parasitaria por diluicdo
limitante. A administracdo de 42 pg do SE 1.1 pgddo subcutanea nas les6es durante um
més levou a reducédo de cerca de 90% da infeccliaddssespectrofluorimétricos utilizando-
se substratos especificos e lisados dos parasitesiiam que o complexo paladaciclo SE 1.1
inibe significantemente a atividade de cisteinatgimases dos amastigotas de (L.)
amazonensis Esses achados abriram perspectivas de exploranecanismo de acédo
leishmanicida do SE 1.1 que poderd levar a otillizago seu uso no tratamento das
leishmanioses.

Palavras-chave: paladaciclokgishmania (Leishmania) amazonensg@steina proteinase



Abstract

The leishmanicidal activity of three palladacyclemplexes, SF 1.1, SF 1.2 and SE
1.1, was tested orLeishmania (Leishmania) amazonensla a first screening these
compounds were used in cultures of peritoneal nmierges isolated from BALB/c mice and
infected in vitro with L. (L.) amazonensi@mastigotes. The citotoxicity of palladacycle
complexes to macrophages was evaluated by the MEayaand Glucantime was used in
these cultures as a positive control. SF 1.1 and.3Rkvere toxic to macrophages mainly due
to their low solubility in agueous solutions andhe high concentration of dimethyl sulfoxide
(DMSO) necessary for their complete solubilizatiompairing their use inL. (L.)
amazonensimfected macrophages. In contrast, the SE 1.1 tmoghowed a leishmanicidal
effect of 85% and a low toxicity to macrophage axds at 325 nM. Several concentrations of
SE 1.1 were testdd vivoin L. (L.) amazonensimfected BALB/c mice. The animal infection
was evaluated by measuring the foot lesion dianaetdrby determination of parasite burden
by the limiting dilution method. A reduction of 90# L. (L.) amazonensigfection was
observed when infected mice were treated for 1 muaith 42 pg of SE 1.1 by subcutaneous
administration in foot lesions. Spectrofluorometialysis by use of specific substrates land
(L.) amazonensiamastigote lysates showed that SE 1.1 signifigantiibited the parasite
cysteine proteinase activity. Overall, these figdinopen perspectives to elucidate the
leishmanicidal mechanism of SE 1.1, thus improviagise for the treatment of leishmaniasis.

Key-words: palladacycld,eishmania (Leishmania) amazonensigsteine proteinase
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1. Introducao

1.1. Aspectos gerais

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) considerashneaniose uma das principais
parasitoses mundiais, com ocorréncia em 88 paiseagudtro continentes (figura 1), entre
esses 72 em desenvolvimento. Estima-se que exatzimente em torno de 12 milhdes de
pessoas infectadas, com uma incidéncia de 1,5t®easlnovos casos por ano e um total de
350 milhdes de pessoas sob risco de adquirir lgislose (WHO, 2004). As leishmanioses
representam zoonoses silvestres ou concentradgsequenas areas rurais. Entretanto, as
transformacdes ambientais provocadas por pressém®micas e sociais, pelo processo
migratdrio e pela urbanizagao crescente estao oadifo esse perfil. Essas mudancas levam
a expanséao das areas endémicas e ao aparecimamuaiefocos de infeccdo domiciliares e

peridomiciliares.

Leishmanioses no mundo

& Visceral
Cutdnea/mucocutanea
Visceral + cuténea/mucocutanea

Figura 1: Distribuicdo mundial das formas de leishmaniosBSNDMAN, 2001).

Os protozoarios do génerbeishmania pertencem a familia Trypanosomatidae,
alternando o seu ciclo evolutivo entre um hospedeivertebrado representado por insetos

dipteros da subfamilidhlebotominadgénerosPhlebotomusio Velho Mundo d.utzomyano



Novo Mundo) e varios hospedeiros mamiferos, inekusi homem. No intestino do inseto
vetor desenvolvem-se as formas alongadas, flagekdadveis, denominadas promastigotas.
Essas posteriormente se diferenciam em formastivdscmetaciclicas, que durante a picada
do inseto vetor sédo inoculadas juntamente com igasab pele do hospedeiro vertebrado.
Apés serem fagocitadas por macrofagos, sofrem uma rdiferenciacdo para formas
arredondadas, aflageladas e imdveis denominadastigotas. As formas promastigotas e
amastigotas sdo apresentadas na Figura 2 e naaRgesta ilustrado o ciclo evolutivo de

Leishmania

£ T Eer

4

Figura 2: Leishmania ssp. A - promastigotas e B — amastigotas (FONTE:
www.bioport.ro/Bioport/Leishmania.html)



Amastigota intrac elular

Transfurma;aua

Fagocitoss £

Fagocitose [ g, golissosoma
Hospedeiros

mamiferos

Ligacds  macréfago
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Figura 3: Ciclo biolégico deLeishmaniaspp. Entre os hospedeiros mamiferos destacam-se o
homem e os varios reservatorios das leishmanibseNDMAN, 2001).

As leishmanioses podem ser encontradas nas fovieesral, cutanea com lesdes
abertas e ulceradas, cutanea com lesfGes nodutargsieo difusa e na forma mutilante
mucocutanea (PEARSON e SOUSA, 1996). As manifesgagiinicas e a severidade da
leishmaniose dependem ndo somente da espécie akitpaue esta infectando o hospedeiro
como também da constituicdo genética e do estadmitémio do individuo, como por
exemplo no caso de pacientes imunossuprimidos emtatdfos com o virus da AIDS
(CUNNINGHAM, 2002; ROGERSet al, 2002). As principais espécies Heishmaniaque
infectam o homem séaa: (L.) tropicae L. (L.) major,causadoras da leishmaniose cutanea no
norte da Africa, Oriente Médio, india e na Europediterranea. Nas Américas, podemos citar

L. (L.) mexicana, L. (L.amazonensis, L. (V.) guyanensik. (V.) braziliensissendo as trés



tltimas as mais importantes no BrasilLA(V.) braziliensigambém é o agente etioldgico da
leishmaniose mucocutanea no Brasil. A leishmanisseral € causada pela(L.) donovani

L. (L.) infantumno Velho Mundo e pelk. (L.) chagasha América do Sul, particularmente no
Brasil (GRIMALDI et al, 1989; CUNNINGHAM, 2002; MELBY, 2002).

As formas amastigotas deeishmania multiplicam-se obrigatoriamente dentro de
macrofagos, confinados em um vacuolo parasitéf&sgerimentos utilizando marcadores
endociticos tém demonstrado que os fagossomosnclinteishmaniafundem-se com os
lisossomos ou 0os endossomos tardios dos macrofsgasformar os vacuolos parasitoforos
(CHANG e FONG, 1983; ALEXANDER e RUSSELL, 1992). Maso da infec¢do comLa
(L.) amazonensjsa fusdo fagossomo-lisossomo é tao eficiente quiesérvada uma aparente
deplecdo do compartimento lisossomal do macréf&mRBIERI et al, 1985). Estudos
posteriores mostraram que o0 vacuolo parasitofordéoo varias hidrolases acidas ativas,
apresenta pH acido e é limitado por uma membrargaein proteinas dos compartimentos
endociticos tardios (ANTOINEt al, 1990; PRINAet al, 1990; ANTOINE et al, 1991,
LANG et al, 1994). Os amastigotas deishmaniasdo especialmente adaptados ao ambiente
intracelular do vacuolo parasitoforo, demonstragde eles séo acidofilicos (BERMA& al,
1981; ANTOINE et al, 1998). Essa adaptacdo provavelmente esta ligapeesenca de
bombas de prétons envolvidas na captura e tramsplertmetabdlitos cuja atividade otima
ocorre em pH acido (ZILBERSTEIN e SHAPIRA, 1994).

1.2. Tratamento das leishmanioses

As drogas mais efetivas utilizadas para o tratémelas leishmanioses cutanea e
visceral sdo compostos de antimoénio, utilizados6@aanos, sendo eficazes em 80% dos
pacientes. Os principais problemas do tratamenton emtimoniais sdo a toxicidade, a
administracdo parenteral e o fato de ndo apresentdooa atividade em pacientes
imunossuprimidos, como é o caso de pacientes atétfes com o virus da AIDS. Existem
varios desafios ao desenvolvimento de novas diogaso tratamento das leishmanioses e um
deles é a dificuldade de utilizagdo de uma drogealnsso se deve principalmente a trés

principais fatores: a) Os sitios de infec¢cédo vigicercutaneo impdem diferentes mecanismos



farmacocinéticos; b) A existéncia de muitas espédelLeishmaniacapazes de infectar o
homem, com caracteristicas bioguimicas distintas, grande probabilidade de apresentarem
suscetibilidade diferente a uma determinada drogA;resisténcia aos compostos antimoniais
observada em algumas regides, a exemplo do EstaBihdr na india. E importante lembrar
ainda que os antimoniais ndo apresentam atividathnhanicida eficaz em pacientes
imunossuprimidos, como é o caso de pacientes atéfes com o virus da AIDS. Portanto,
torna-se imperiosa a busca por drogas mais potpataso tratamento das leishmanioses. Em
um trabalho recente de revisédo sobre o tratamegdeishmanioses sdo apresentados alguns
compostos desenvolvidos e registrados em algussgaioutros que ainda estdo a espera de
testes clinicos para ambas as formas da doencaKTRiGal, 2006).

A miltefosina, inicialmente desenvolvida como umaga antitumoral é a mais recente
a ser testada e constitui o primeiro tratamentb efedivo para a leishmaniose visceral (LV)
gue deve entrar no mercado em breve (CROFT e COOMB®3). A sua atividade contra
Leishmaniafoi descoberta em meados da década de 1980 disaciaefoi comprovada em
uma série de experimentsvitro e in vivo, tendo sido iniciados os testes clinicos na iedia
2002. A miltefosina apresenta teratogenicidadel@ngo tempo de exposicdo a droga pode
induzir a resisténcia do parasita, o que limitatmaisua utilizagdo. A paramomicina € outra
droga que se encontra em testes clinicos (THAKU&, 2000). Os ensaios estdo em Fase llI
na India e Africa Oriental. Ela é efetiva no tratano da leishmaniose visceral e cutanea e
apresenta grande variacdo de sensibilidade dep#mdda espécie ddeishmania A
anfotericina B é hoje a segunda opcao de tratanmdanteishmaniose visceral quando néo ha
resposta a terapia com antimonial. Originalmentseneolvida como um antifangico
sistémico mostrou uma grande eficiéncia no comaateishmanioses. Possui a desvantagem
de ser muito toxica e, desse modo, deve ser cwdatente administrada (MEYERHOFF,
1999; ROBINSON e NAHATA, 1999). A sitamaquina, @uidroga oral que possui agéo
contra a LV, é derivada de 8 aminoquinolinas eaatividade leishmanicida foi descrita em
1970. As Fases | e Il de testes clinicos foram loded@s com razoavel sucesso, demonstrando-
se queb7% de pacientes com LNo Brasil e 92% na india foram curados quando drata
com sitamaquina em doses inferiores as utilizadasas antimoniais (DIETZEt al, 2001).



Embora existam varias op¢Bes de drogas para omeata das leishmanioses,
nenhuma é efetiva na erradicacao da doenca, sejenitacées do proprio medicamento, seja
devido ao custo elevado, alta toxicidade dos cotoposu mesmo pela resisténcia dos
parasitas. Além disso, acredita-se que a curaeaisisnianioses pela quimioterapia envolva
também uma resposta imunoldgica protetora no hespeda qual os macrofagos sejam
induzidos a produzir reativos intermediarios deogénio e de oxigénio e seja efetiva nos
mecanismos de sinalizacdo de células TD¥ssim, a sintese de algumas citocinas seria
promovida com a consequente eliminacdo das formasstigotas do interior de células
infectadas (MURRAYet al, 1989).

Nos dUltimos anos o estudo de enzimas de parasiteasi \aumentando
consideravelmente pelo fato de essas moléculasitudresn importantes fatores de viruléncia
diretamente relacionados com a interacdo parasfipdueiro, representando alvos
promissores para a imuno e quimioterapia (MCKERRQ®89; DASet al, 2001; SAJID e
MCKERROW, 2002). Entre os protozoarios, as prinsigazimas proteoliticas caracterizadas
pertencem ao grupo das cisteina proteinases, sentoria delas membros da superfamilia
da papaina. Essa superfamilia, por sua vez, ésdioldi em duas familias, as das proteases do
tipo catepsina e as do tipo calpaina. As protedsepo catepsina sdo ainda sub-divididas nas
sub-familias das catepsinas B e L. Essas guardandgs semelhancas entre si e apresentam
alguns motivos na seqUéncia de aminoacidos queifagertiam. EmLeishmania ha
predominancia de cisteina proteinases do tipo set@pL que sd&0 expressas em grande
guantidade nas formas amastigotas e estdo locasizpteferencialmente em lisossomos
diferenciados denominados megassomos. (PURKI&I, 1986). Inibidores especificos de
cisteina proteinases tém sido testados como dieigsnanicidas. O tratamenito vitro e in
vivo com um desses inibidores inibiu o crescimentordenpstigotas e amastigotas lde(L.)
major, assim como o desenvolvimento de lesées em camgodBALB/c (SELZERet al,
1999). A utilizacdo de um inibidor irreversivel camletividade para cisteina proteinases do
tipo catepsina L déeishmaniaresultou em decréscimo significante tanto do amesato de
promastigotas como da multiplicacdo de amastigetasnacrofagos infectads vitro com
L. (L.) major(PONTE-SUCREet al, 2006).



1.3. Compostos organometalicos de paladio

O grupo de Pesquisas em Organometalicos, do Ciemémalisciplinar de Investigacao
Bioquimica da Universidade de Mogi das Cruzes, dbtido inimeros avancos ha elucidagao
mecanicistica e descricdo de novas drogas orgaalicast envolvendo compostos
paladaciclos, ativas no combate a células tum@RDRIGUESet al, 2003)(CAIRES et al.,
2006). Em um primeiro trabalho dois compostos @adetbs obtidos pela reacédo de sais de
paladio com dois derivados do N, N-dimetil-1-fetaetina (DMPA), fenil-2-piridinil-
acetileno e 1-fenil-3-N,N-dimetilamino-propino, pestivamente, foram complexados ao
ligante 1,2-etanobis (difenilfosfina) (SE) paratsiizar complexos paladaciclos que foram
muito ativos no combate a linhagens de melanom®dD@@GUESet al, 2003). Nesse estudo,
0 complexo [PdCZ,N-S(_)dmpa)(l-dppe)CJg], foi 0 que apresentou maior atividade in vivo,
inibindo o crescimento tumoral e prolongando a eaba dos animais, mostrando a
estereoespecificidade da drogem um outro trabalho foram descritas importantes
propriedades biolégicas de paladaciclos quiraitzvad@os da N,N-dimetil-1-fenetilamina e do
ligante de coordenacao 1,1’-bis(difenilfosfina)réeeno (BINCOLETTOet al, 2005). Foi
demonstrado que o complexo enantibmero de pal&tﬂgé(:[z,N-S(_)dmpa)(p-dppf)CIz] (SF
1.1) é inibidor reversivel da atividade da catepsB e possui também propriedades
antimetastéaticas. Todo o conjunto de informagdésesos compostos e suas propriedades de
combate ao cancer foi reunido em um extenso traldéhpatente internacional (CAIRES et
al., 2006).

Entre os avancos alcancados pela pesquisa com gmnoonetalicos, o mais
significativo até o momento foi a demonstracéo ae @ paladaciclo ibnico mononucleado SF
1.2, [Pd(é,N-S(-)dmpa)(dppf)]CI, mostrado na Figura 4, possui ac&@modica sobre os
lisossomos da linhagem tumoral K562 (BARBOS8#®al, 2006). Os resultados apresentados
nesse trabalho fortemente sugeriram que o palddauiencionado é permeavel & membrana
lisossomal e ao penetrar nos lisossomos dessataxétausa a ruptura dos mesmos
promovendo a liberacdo de enzimas, especialmerdeepsina B que atuaria como mediadora

da apoptose dessas células.
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Figura 4: Representacdo estrutural do paladaciclo i6nicoNC25(-) N,N-dimetil-1-
fenetilamina,1,1’-bisdifenilfosfina-ferroceno paiadll) (SF 1.2).

Cl-

As drogas lisossomotropicas sédo atualmente comsidertecnologia de ponta para o
desenvolvimento de farmacos para quimioterapia (ERBGR e JAATTELA, 2005). O
racional deste projeto foi fundamentado na propded lisossomotrépica do complexo
paladaciclo SF 1.2 e na natureza fagolisossomalvdo8olos parasitoforos que abrigam as
formas amastigotas deeishmanianos hospedeiros mamiferos. Assim, a propostaathaltro
foi a avaliacdo da atividade leishmanicida de castgm paladaciclos contendo o agente de
ciclometalacdo N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa) es ligantes bifosfinicos 1,1-
bis(difenilfosfina) ferrocenoddpf) e 1,2-etanobis-(difenilfosfinafippg.

Considerando-se o contexto atual do tratamenttetsnanioses aliado a inexisténcia
de medidas profilaticas de ordem geral, principatlme&ontra as leishmanioses cutaneas que
tém levado ao aumento significante da incidéncissae parasitoses, a busca de novos

compostos com propriedade leishmanicida € de gneaheléancia.



2. Objetivos Gerais

Considerando-se a natureza fagolisossomal do®ohacparasitéforos dos macréfagos
infectados conleishmanianos hospedeiros mamiferos e a propriedade lisagsgpica de
alguns complexos organometalicos de paladio, assimo a sua atividade inibitéria de

cisteina proteinases, 0s principais objetivos deabalho foram:

v' A avaliacdo da atividade leishmanicida de trés dergs paladaciclos, SF 1.1, SF
1.2 e SE 1.1, em comparacdo com o Glucantime, smenastigotas intracelulares
em macrofagos peritoneais de camundongos infectadogtro com a L. (L.)
amazonensis

v Selecionar entre os compostos paladaciclos estadadmue apresente melhor
resultado nos ensaios preliminares

v" Avaliar o efeito citotéxican vitro do composto SE 1.1

v Estudo do efeito do complexo paladaciclo SE 1.Iesabatividade enzimatica de
cisteina proteinases de amastigotak.q&.) amazonensis

v' Avaliacdo da atividade leishmanicida do SE 1.1 emmundongos BALBI/c
infectados com &. (L.) amazonensis

v Avaliagdo do efeito citotoxicm vivodo complexo SE 1.1
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3. Método

3.1. Sintese dos compostos paladaciclos

O trabalho foi conduzido empregando-se técniceSotidenk (WIKIPEDIA, 2008)
para a manipulacdo de reagentes e produtos deoreagaatmosfera livre da presenca de
oxigénio e umidade. Para a sintese dos ligantes @aladaciclos devera ser empregada uma
linha de véacuo-argbnio e um conjunto de recipienfjestas e conexdes em vidro,
intercambidveis, permitido que operacbes como nuéaggo, reacdo, filtracdo, destilacdo e
secagem de materiais fossem feitas em atmosfatentotte inerte.

Reagentes como cloreto de paladio e as bifosfippsaldppe, bem como o agente de
ciclometalagdo dmpapossuiam grau de pureza P.A. e foram ser adquir@o®ldrich
Chemical Co. Estes compostos foram utilizados semhuma purificacéo prévia.

Sintese dos compostos

Os complexos de paladiae partida, com métodos de sintese anteriormente
desenvolvidos (RODRIGUESt al, 2003; BARBOSAet al, 2006), foram sintetizados por
reacOes estequiomeétricas dos isdmeros R(+) e &N)Ndimetil-1-fenetilamina,(dmpagom
Li,PdCl,, obtido por dissolucdo de PdCkm metanol na presenca de quantidades
estequiométricas de LIiCl. As reacdes foram readigagm atmosfera inerte e os produtos
purificados por técnicas de filtracdo, extracdo soiwente e recristalizacéo.
Reacdes dos paladaciclos com as bifosfinas

Reacdes de quebra dos ciclopaladados de natune#gich foram realizadas com a

bifosfina dppfem diferentes proporgdes estequiométricas.

Caracterizacdo dos Compostos

Os compostos, ligantes e complexos, foram caraatbss por técnicas
espectroscoépicas de IV,CD, RMAH( °C, DEPT, €'P ) e anélise elementar (C, H, N).
A espectroscopia vibracional na regido do IV empuetpixas de comprimento de

onda de 4.000-250che resolucBes de 4,0-1,0¢npara a andlise das amostras. Foram
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empregadas principalmente as técnicas de filmébgel de estado solido, com a utilizagdo de

janelas de brometo de potassio e iodeto de césio.

31 13 1
Espectros de RMN deP{1H}, C{1H} e H , foram medidos em um equipamento
multinuclear “BRUKER” mod. AC-200 utilizando-se solventes deuterados para a diggolu

das amostras e TMS como padr&o de referéncia inters espectros dél. Para os espectros

31
de P{1H} foi utilizado (CH3O),P como referéncia externa. As freqli€ncias de 81,NsBz

MHz e 200 MHz, foram empregadas nos experimen&speactivamente. Estes experimentos,
bem como as andlises centesimais de C,H,N foraasfatilizando-se servigo de terceiros e
serdo solicitadas a Central Analitica da Univerdtdde Sao Paulo-USP-SP.

A determinacdo dos Pontos de Fusdo dos complexmposifoi realizada, utilizando-
se um medidor de fusdo Buchi-mod. B-540 e os essd#o Condutividade elétrica foram
realizados com o auxilio do Condutdbmetro Metrohrd. 71

Em casos eventuais a estrutura molecular de algamastras soélidas que poderiam
ser isoladas na forma cristalina foi determinadi pécnica de difracdo de raios-X. Essa
técnica foi desenvolvida em colaboracdo com peadaiges do Grupo de Cristalografia do
IFQ-USP (Séo Carlos).

Os complexos paladaciclos utilizados no preseatatho foram:
Bis[(monocloro)(dimetil-1-ffenetilamina-2-C,N)Paiad)]-u-[1,2-bis(difenilfosfina)etano] SE 1.1,
Bis[(monocloro)(dimetil-1-ffenetilamina-2-C,N)Paléd1)]-p-[1,1'-bis(difenilfosfina)ferroceno] SF 1. e
Cloretode{[dimetil-1-fenetilamina-2-C,N][P,P-bis{dnilfosfina)ferroceno]}Paladio(ll) SF 1.2.

A férmula estrutural desses compostos esta regeeabaixo.
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Figura 5: Representacao estrutural dos complexos palada@&éidl.1, SF 1.2 e SE 1.1.

3.2. Solugdes e meios de cultivo

O meio utilizado para o cultivo dos macrofagositpeeais de camundongos foi o
RPMI (Gibco) que é preparado pela adicdo de 1@jé qeio, 2 g de NaHC£ 2,383 g do
tampédo Hepes para o preparo de 1 litro, pH 7,2Q /heio é filtrado em membranas de 0,22
UM e na hora do uso acrescentam-se para 100 ml @o4@mg de gentamicina, 1 ml de
penicilina 100 U/ml, 1 ml de streptomicina 100 mig/tnml de glutamina 0,2 M e 10% de
soro fetal bovino (SFB) previamente inativado pondta a 56°C. O meio utilizado para a
diferenciacdo dos amastigotasldeg(L.) amazonensie 0 crescimento dos promastigotas nos
experimentos de diluicdo limitante € o 199 (Gibemyescido de glutamina, penicilina,
streptomicina e SFB nas mesmas concentracfesadibzno RPMI.

As solucdes rotineiramente utilizadas foram: PB&Sd de NaCl, 2,4 g de NaPiO, e
11,36 g de NaHPO, por litro), pH 7,2-7,4; solugédo de cristal de etat 1 mg do cristal de
violeta em acido acético 30%, pH 6,0; tampé&o usalerTris-HCI 75 mM, glicina 25 mM,
MES 25 mM e acido acético 25 mM, pH 6,0.
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3.3. Animais para experimentacao

Camundongos BALB/c fémeas com 6-8 semanas de idaal® adquiridos do Centro
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais pardidiiea e Biologia (CEDEME) da
Escola Paulista de Medicina - Universidade Fed#rebdo Paulo. Hamsters Golden de ambos
0s sexos com 6-10 semanas de idade foram adquiddobiotério da Universidade de
Campinas, Sao PauldEsses animais foram criados em condicdes livrespatégenos
especificos e alimentados com racado comercial @ agontade.

O projeto foi analisado pelo Comité de Etica degBisst em animais da Universidade de

Mogi das Cruzes, tendo recebido parecer favoraral @ Aprovacdo1036/2007.

3.4. Parasitas

As formas amastigotas de (L.) amazonensisdo isoladas de lesdo de pata de
hamsters previamente infectados (4xY@rasitas/pata). Os granulomas obtidos apds 4-8
semanas de infeccdo séo retirados e recortadodistum, colocados em meio RPMI 1640 e
centrifugados a 250 x g por 10 min. No sobrenadattitddo € avaliado o numero de
amastigotas por contagem em camara de Neubaueamastigotas sao utilizados para a
infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongba8/ e infeccdo do coxim plantar da
pata traseira de camundongos BALB/c para os engaigs/o. Para 0s ensaios in vivo 0S
camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamenteuma das patas traseiras com

1x10 amastigotas de. (L.) amazonensis

3.5. Cultivo de macroéfagos peritoneais de camundoag

As culturas de macréfagos foram feitas apos a ghtenas células do peritbnio de
camundongos BALB/c. Injetou-se cerca de 2 ml de B&8ril no peritbnio de cada animal e
apos a lavagem e coleta o “pool” de células pesdn foi diluido em solugdo de cristal

violeta 1 mg/ml em &cido acético 30% para a commgdiferencial de células. O
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correspondente a 7x1facrofagos foi colocado sobre laminula de vid®rfin de diametro)
contida em placa de 24 poc¢os. As laminulas forambadas por 30 min a temperatura
ambiente, lavadas com PBS para a retirada de séhila aderentes e mantidas em meio
RPMI (Gibco) com soro fetal bovino a 10% em estifeellab modelo IR2424, a %7 com
5%CQ/95% ar umido Os amastigotas dé. (L.) amazonensigoram utilizados para a
infeccdo das culturas de macréfagos na propor¢a@parasita:célula) e mantidos a°G7em
estufa com 5 de C®5% ar umido. Apds 1-2 dias de infeccao as lamgfdram lavadas e as

drogas foram adicionadas.

3.6. Ensaio dos complexos paladaciclos em culturade macréfagos

infectados comL. (L.) amazonensis

Os ensaios das drogas nas culturas de macrofatgataniosin vitro com L. (L.)
amazonensiforam feitos adicionando-se as drogas, em vagasentracoes, as laminulas dos
macrofagos apos 24 horas de infec¢cdo, mantend®-@dtaras durante 3 dias em contato com
as mesmas. Apos o tratamento, as laminulas fosadas durante 10 minutos com metanol e
coradas por 20 minutos com o corante Giemsa (AraershApoOs a secagem, as laminulas
foram montadas com Entelan (Amersham) em laminasdie e visualizadas ao microscopio

optico Nikon modelo YS100, com aumento de 1.00@sez

A infeccdo é expressa pelo indice fagocitico (I&¢ @ calculado multiplicando-se a
porcentagem de macrofagos infectados pelo nUmedbont® amastigotas por macrofago,

sendo contados no minimo 200 macrofagos por lamigml triplicatas.

3.7. Teste de citotoxicidade dos complexos paladelos sobre os macréfagos

infectados comL. (L.) amazonensis

A citotoxicidade dos complexos paladaciclos paraasrofagos infectados e tratados

foi avaliada segundo o protocolo descrito em 2@B3TTA et al, 2005). Apos o tratamento
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com as drogas, as culturas de macréfagos infectadm® incubadas com brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5 difeniltretazélio (MTT) 0,5ng/ml durante 4 horas em estufa contendo
5% de CQ a 37°C. Apds esse periodo o meio de cultura cdoten MTT foi retirado,
acrescentando-se 2@0de dimetilsulféxido para a solubilizagdo total fdomazan, o produto
colorido resultante da clivagem do MTT catalisaddapenzima mitocondrial succinato
desidrogenase (sendo essa conversao realizadateopedss células viaveis) (MOSMANN,
1983). Apos a solubilizacdo, todo o volume foi sfanido para placa de 96 cavidades para a
leitura da absorbancia a 540 nm em microleitor d¢SE (Multiskan Plate Reader —
Labsystems Oy, Helsinki, Finlandia). A porcentagdm viabilidade celular € calculada
dividindo-se a absorbancia das culturas de maaéfayjatadas com o0s complexos
paladaciclos pela absorbéancia das culturas seamtesito, multiplicando-se o valor obtido por
100.

3.8. Avaliacdo do efeito do complexo paladaciclo SE1 sobre a atividade de

cisteina proteinase de amastigotas de (L.) amazonensis

Apbs o isolamento dos parasitas das lesdes de gmtasmsters infectados cam(L.)
amazonensisomo descrito no item 3.3, 5 »{l@mastigotas foram centrifugados a 2.500 rpm
por 5 minutos, as células foram ressuspensas amasotle NaCl 0,9% contendo Triton X-
100 0,1% e rompidas por ultrassom. Os ensaios atizivs foram feitos em volume final de 1
ml utilizando-se 0,9l do lisado dos amastigotas He(L.) amazonensi yl do substrato
7-amino-4-metilcumarina, N-CBZ-L-fenilalanil-L-argha amida (Z-FR-AMC) 5 mM, 0,fl
do glucantime ou SE 1.1 10 mMyPdo E-64 2,8 mM e o tamp&o universal para completa
ml. As reacdes foram realizadas a temperatura %@ & espectrofluorimetro Hitachi modelo
F2500. Esses ensaios foram também realizados sangaede DTT 2 mM, o agente redutor
mais classicamente utilizado para ativacdo deiosteroteinases. A atividade enzimatica foi
expressa como atividade especifica, multiplicarel@shidrélise do substrato epM por
minuto pela concentragdo total de proteina do extrlular utilizado nos ensaios. A dosagem

de proteinas dos lisados dos parasitas foi feita @@omassie Blue (Bio Rad Protein),
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utilizando-se albumina bovina (BSA) como padréeaizando-se a leitura em microleitor de
ELISA a 620 nm.

A determinacédo dos valores de;dCa dose do complexo paladaciclo SE 1.1 que inibiu
50% da atividade proteolitica dos extratos de agwas dd_eishmania (L.) amazonengsisi
realizada utilizando-se pelo menos seis concergsagdiferentes desse complexo nas
condi¢cBes Otimas de atividade enzimética. Os valdee 1@, foram calculados utilizando o

programa Grafit (v.5.0.11) de acordo com a equagiesentada abaixo.

100%
IC,,

Nessa equacag € a porcentagem de atividade enzimatica remanescere a

concentracao de inibidor utilizadas € um fator de correcao que assumeygdecresce com 0
aumento dos valores de

3.9. Efeito do complexo paladaciclo SE 1.1 sobre dssdes cutaneas de

camundongos BALB/c infectados com &. (L.) amazonensis

Nesses experimentos foram utilizados fémeas deimdmmgos BALB/c com idade
entre 4 e 6 semanas. Os animais foram infectadesxim plantar traseiro direito com 1,610
amastigotas dé. (L.) amazonensigecém-isolados de lesdes cutaneas de hamsters. 1&p6
dias da infeccdo os camundongos foram separadagugos e iniciou-se o tratamento. No
primeiro experimentan vivo 2 grupos (de 6 animais cada um) foram utilizadantrole que
recebeu PBS e o tratado com o4Pdo SE 1.1. Todos os animais foram tratados pao de
injecado local subcutanea durante 3 dias consecui\apos 3 vezes por semana durante 1 més.
Durante o tratamento as lesGes das patas eramasqubd paquimetro digital de 3 em 3 dias.
Apoés 15 dias do término do tratamento os animaianfosacrificados e as lesfes isoladas,

procedendo-se a contagem dos amastigotas em cdenbieubauer.
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O outro esquema de tratameimovivo foi iniciado também 15 dias ap0s a infeccao,
dividindo-se os animais em 6 grupos, com 6 aninpais grupo: um grupo recebeu PBS
(controle), outro glucantime na dose total de 20eras 3 grupos receberam o SE 1.1 foram
denominados SE 1.1 10X, SE 1.1 20X e SE 1.1 30Xespondente a um aumento de 10, 20
e 30 vezes, respectivamente, da dose utilizadaatantento dos macréfagos infectadios
vitro capaz de destruir 85% dos amastigotad..dél..) amazonensi§$325 nM). Todos 0s
grupos foram tratados por injecdo subcutanea rsiede Os animais receberam uma dose
diaria por 3 dias consecutivos e apds 3 vezesqroasa durante 1 més, totalizando 21, 42 e
63 ug do SE 1.1. O desenvolvimento das lesfes foi m@db pela sua medida com um
paquimetro digital (Digimed) e ap6s 30 dias deatregnto foi coletado o sangue dos animais
para ensaios bioquimicos e em seguida eles forarnificados, procedendo-se a avaliagdo da
carga parasitaria a partir das lesbes das patasnp&tiodo da diluicdo limitante, descrito a

sequir.

3.10. Método da diluicao limitante

Esse método é baseado naquele descrito em 1988%TT al, 1985). Os animais
foram sacrificados ap0s o término do trataments Esdes foram retiradas, recortadas com
bisturi e realizada a raspagem para a obtencaamastigotas. Esses foram mantidos em
meio 199 (Gibco) contendo bicarbonato de sédiond\2 HEPES 40 mM, adenina 1,0 mM,
hemina 5pug/ml e 10% de SFB. Foram realizadas diluicdes dasiaem placas de 96
cavidades. ApoOs 5 dias de incubacdo a 25°C asspfacam observadas em microscopio
invertido (com aumento de 40x) quanto a presencpraenastigotas moéveis. O nimero de

parasitas foi determinado pela maior diluicdo nal fpram observados promastigotas.

3.11. Andlises bioquimicas no soro dos animais icfados com aL. (L.)

amazonensis e tratados
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As analises bioquimicas foram realizadas utilizasel® soro dos camundongos apés o
término do tratamento. O sangue dos camundongaesligiado por puncédo ocular, separando-
se em seguida o soro por centrifugacdo. As dosaignseéia e bilirrubina foram realizadas

utilizando-se kits comerciais (Doles Reagentes).

3.12. Andlise estatistica

Para avaliar a significancia dos resultados fdiafa analise estatistica de todos os

experimentos pelos testes ANOVA disponiveis no anog GraphPad Prism verséo 5.01.
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4. Resultados

4.1. Avaliacao do efeito dos complexos paladacicl& 1.1, SF 1.2 e SE 1.1
sobre as culturas de macrofagos de camundongos iof@dos com aL. (L.)

amazonens's

Os complexos paladaciclos SF 1.1, SF 1.2 e SHotaln testados em culturas de
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c imflmt in vitro com a L. (L.
amazonensisOs resultados desses ensaios sdo0 mostrados belssTd, 2 e 3. E possivel
observar que o DMSO, nas concentracdes necesparaa solubilizacdo do SF 1.1 e SF 1.2,
interfere nos ensaios com esses compostos devidonaapropria acdo leishmanicida e
citotoxica (Tabelas 1 e 2). Quanto aos resultadb8das com os paladaciclos, foi
demonstrado que a concentracdo deulDo SF 1.1 apresentou a maior porcentagem de
inibicdo do crescimento dos amastigotas intracedalé®5%), tendo sido observada, porém, a
deformacdo dos macréfagos nessas culturas, assim gagquelas mantidas na concentracao
correspondente do DMSO (2,5%). Resultados semeihdmtam obtidos pelo tratamento com
o SF 1.2. Como é possivel observar na Tabela BAxinma concentracdo desse composto que
ndo exerceu efeito citotoxico sobre os macréfagos fiM. Nessa concentragdo, porém, o SF
1.2 apresentou baixa porcentagem de destruicdo adusstigotas intracelulares (12%
descontada a porcentagem de 20% relativa ao @fétdor do DMSO a 1,25%). O SE 1.1 foi
0 mais soluvel em DMSO, sendo necessério utilizaoleente a concentracdo final maxima
de 0,04% para 0s ensaios com esse composto. Poradn, o SE 1.1 apresentou significante
efeito citoxico sobre os macréfagos em concentsagies baixas do que o SF 1.1 e 0 SF 1.2
(425 nM e 500 nM), exercendo, porém, atividadehhamnicida muito mais eficaz em
concentracdes significantemente mais baixas deagugbservadas com o SF 1.1 e o SF 1.2
(Tabela 3).
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Tabela 1: Porcentagem de inibicdo do SF 1.1 sobre os arngasig
intracelulares dé. (L.) amazonensis

TRATAMENTO FA(";’\é)Dc'%'fco % DE INIBIGAO

Controle 228 L
DMSO 0,625% 214 6
SF 1.1 2,5M 168,5 26

DMSO 1,25% 171 25
SF 1.1 5uM 130 43
DMSO 2,5% 155 32
SF 1.1 1uM 12" 95
DMSO 5% 129 43

SF 1.1 2quM 0* _

*Destrui¢do dos macréfagos
** Macrofagos arredondados e com citoplasma méitué
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Tabela 2: Porcentagem de inibicdo do SF 1.2 sobre os amgatig

intracelulares dé. (L.) amazonensis

TRATAMENTO iNDI,CE % DE INIBICAO
FAGOCITICO

Controle 162 .

DMSO 0, 625% 153 5,5
SF 1.2 2,51M 130 20

DMSO 1,25% 130 20
SF 1.2 5uM 110 32
DMSO 2,5% 109 33
SF 1.2 1quM 95" 41
DMSO 5% of 44
SF 1.2 2QuM 6 96

*Destrui¢do dos macréfagos

** Macréfagos arredondados e com citoplasma m@itué



22

Tabela 3: Porcentagem de inibicdo do SE 1.1 sobre os arntasig
intracelulares dé. (L.) amazonensis

TRATAMENTO FA(I,EI\CI)DCI:IQI'II:CO % DE INIBICAO

Controle 197 .

DMSO 0,04% 195 1

SE 1.1 125 nM 100 49

SE 1.1 225 nM 57 71

SE 1.1 250 nM 45 77

SE 1.1 275 nM 41 79

SE 1.1 325 nM 29 85

SE 1.1 425 nM 14** 93

SE 1.1 500 nM o*

*Destruigdo dos macréfagos
** Macrdfagos arredondados e com citoplasma m@itué

Embora a concentracédo de 425 nM o SE 1.1 apresatitoporcentagem de destruicdo
dos amastigotas intracelulares, a morfologia deegiys macrofagos tratados estava alterada.
Assim, na continuidade do trabalho o SE 1.1 fdizaiilo a concentracdo de 325 nM que,
como previamente demonstrado, destruiu 85% dosip@sa ndo induziu alteracédo aparente
nos macréfagos. Nos experimentos posteriorestro duas concentragfes do SE 1.1 foram
utilizadas, 250 e 325 nM, comparando-se a acabnhanricida desse complexo paladaciclo
com a do glucantime apos 3 dias de tratamento. Ali&so, foram realizados os testes de
citotoxicidade nas culturas dos macrofagos peloodwétdo MTT. Os resultados desses
experimentos sdo mostrados na Figura 6. Na Tabektd representados os resultados da
citotoxicidade do SE 1.1. Como pode ser observadgao leishmanicida do SE 1.1 nas duas

concentracdes utilizadas foi significantemente mgige a do glucantime (Figura 6 e Tabela
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4). Além disso, o SE 1.1 néo foi toxico aos mag@o& enquanto que o glucantime levou a
um pequeno, porém significante efeito citotoxicak{@la 4).

250 - @l Controle

SE 1.1 250 nM

SE 1.1 325 nM
o 200 - = Glucantime 1,9 mM
8 Glucantime 2,7 mM
é 150 A * .
i
o 100 -
2
2
—= 50 - *

*
0 -

Centrcle SE1.1 250nM SE1.1325nM Glucantime Glucantime
1.9mM 2.7 mM

Figura 6: Tratamento com o SE 1.1 de macréfagos peritomsacamundongos infectadios
vitro comL. (L.) amazonensi$<0,001



24

Tabela 4: Porcentagem de inibicdo do SE 1.1 sobre os amgatigleL. (L.)
amazonensi® viabilidade dos macrofagos infectados e tratadadiada pelo
teste do MTT

TRATAMENTO IF % de Inibicdo Absorbancia (540 nm% de Viabilidade
Controle 200 _ 0,225 100
SE 1.1 250 nm 45 TF 0,221 98
SE 1.1 325 nM 29 85 0,212 96
Glucantime 1,9 mM 130 35 0,190 84
Glucantime 2,7 mM 140 3G 0,180 82

P<0,001 em relacdo ao controle

Os resultados desses experimentos sdo tambémadlost na Figura 7. Pode-se
observar que o tratamento com o SE 1.1 levou a daremfeccdo dos macrofagos, com o
consequente desaparecimento do vacuolo parasitGdoro espraiamento normal dos
macrofagos (Figura 7C). O tratamento com o glupantresultou na reducdo do vacuolo
parasitoforo e destruicdo dos amastigotas, porémgramsignificantemente menor do que nos

macrofagos tratados com o SE 1.1 (Figura 7B)
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Figura 7: Macrofagos peritoneais de camundongo infectadws co(L.) amazonensig
tratados por 3 dias com Glucantime 2,7 mM (B) oulSE 325 nM (C). A - Controle sem
tratamento. VP - vacuolo parasitoforo; AM - amattig
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4.2. Efeito do complexo paladaciclo SE 1.1 sobreatividade de cisteina proteinases de
amastigotas dd_. (L.) amazonensis

A atividade de cisteina proteinases foi avaliagalisados de amastigotas He(L.)
amazonensigsitilizando como substrato o Z-FR-AMC, especifi@rg serino proteinases e
cisteina proteinases do tipo catepsina. Inicialméoit padronizada a reacdo para a deteccao
dessas enzimas, testando-se a hidrélise do Z-FR-AMCdiferentes valores de pH e em
presenca de DTT ou E-64, ativador e inibidor, resp@mente, de cisteina proteinases. Foi
também avaliada a concentracdo saturante do swbatreer utilizada nos experimentos de
atividade enzimatica. Os resultados desses enesias representados nas Figuras 8 e 9. O
maximo de atividade em amastigotasldgL.) amazonensifoi observado na presenca de
DTT e a pH 5,0, enquanto que essa atividade faln@nte inibida pelo E-64 (Figura 8). A
concentracao saturante do substrato é de 10uM28® nos ensaios posteriores de atividade de

cisteina proteinases o Z-FR-AMC foi utilizado a cemtracéo de 1aAM.

Bl rHso
- [ ] pH55
[] pHEO

o
o
I

o
o

o
~

Hidrélise de Z-FR-AMC
(MM x min -* x pg proteina 1)
o
N

\&
o S
® o ¥ o
O oé &> &>
<
S
¢<<]/
Q

Figura 8: Atividade enzimética de amastigotas de (L.) amazonensisvaliada com o
substrato Z-FR-AMC em diferentes valores de pH preaenca e auséncia de DTT e E-64.
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O pH 5.0 (Controle)

o
0

B pH50(DTT2mM)

o
o

©
~

o
()

Hidrdlise de Z-FR-AMC
(MM x min "1 x pg proteina 1)

0 I I Y N T A T N A T T N I |

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
[Z-FR-AMC] uM)

Figura 9: Atividade enzimética de amastigotas de (L.) amazonensisvaliada com o
substrato Z-FR-AMC em diferentes concentracoes@esenca e auséncia de DTT.

Uma vez padronizadas as condicbes Otimas da adieidle cisteina proteinases de
amastigotas dé. (L.) amazonensidoi avaliado o efeito do complexo paladaciclo S
sobre essa atividade. Como é possivel observaigusaF1l0, o SE 1.1 inibiu fortemente a
hidrolise do Z-FR-AMC e essa inibicao foi signifite mesmo na presenca de DTT (cerca de
50%). Esses resultados levaram-nos a testar ® efeitdiferentes concentragbes do SE 1.1
sobre a atividade de cisteina proteinases de guotsti deL. (L.) amazonensipara a
determinacéo do l§g do SE 1.1. Esses valores foram de {y#/ na presenca do DTT e de

12,7 nM na auséncia do redutor (Figura 11).
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Figura 10: Efeito do complexo paladaciclo SE 1.1 sobre aiddoe enzimética de
amastigotas dé.. (L.) amazonensigvaliada com o substrato Z-FR-AMC na presenca e
auséncia de DTT.

100 —{1— DTT2mM

—v— Sem DTT

@
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o
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o

Hidrélise de Z-FR-AMC
(UM x min -t x ug proteina 1)
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[SE 1.1] (uM)

Figura 11: Efeito de diferentes concentracdes do complexadpaiclo SE 1.1 sobre a
atividade enzimatica de amastigotasLd€L.) amazonensiavaliada com o substrato Z-FR-
AMC na presenca e auséncia de DTT.
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4.3. Avaliacdo do efeito do complexo paladaciclo SE1 sobre as lesdes cutaneas causadas

pelaL. (L.) amazonensis em camundongos

O primeiro ensaio com o SE 1lih vivo foi realizado com dois grupos de 6
camundongos BALB/c em cada grupo. Os controlesoereen somente PBS e o outro grupo

foi tratado com o SE 1.1 na dose total de 42 pgponal.

Figura 12: LesGes dos camundongos BALB/c infectados d¢on(L.) amazonensid5 dias
apés o término do tratamento com o SE 1.1 Os asirfmam infectados com 1x310
amastigotas de. (L.) amazonensie 15 dias ap0s iniciou-se o tratamento com o SEQs
animais foram tratados durante 3 dias consecuévay®s 3X por semana durante 1 més (dose
total de 42 pg por animal). A - Controle que receB8S; B - Animal tratado com 48 do

SE 1.1.
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Pode-se observar na Figura 12 que 15 dias apdsnmeédo tratamento as lesdes de
pata dos animais tratados com o SE 1.1 eram nidd@mmenores que as dos camundongos
controles. Essa diferenca pode também ser obsenzaBaura 13 que mostra que nd &
apos o término do tratamento a medida das les@sadroles foi aproximadamente o dobro
das apresentadas pelos animais tratados com o ISHrhbora tenha sido significante a
diferenca do tamanho das lesGes durante todo odeede administracdo do SE 1.1, como

mostrado na Figura 13, ela foi mais acentuadad$ajos o término do tratamento.

— PBS
10 — SE 1.1 20X

£
E 87
@
g ©7
o
g 4_ *****
o
o
D 2 A
=
S
D O ] T T L] 1

0 10 20 30 40 50

Dias apés o inicio do tratamento

Figura 13: Avaliagdo do tamanho das lesbes dos camundonga8MBAnfectados conti.

(L.) amazonensis tratados com o SE 1.1. Os animais foram infestacom 1x10
amastigotas dé&. (L.) amazonensie 15 dias ap0s iniciou-se o tratamento com o SEA1.
concentracao de 3,326) por dose (total de 42 pg). Os animais foram dgadurante 3 dias
consecutivos e apds 3X por semana durante 1 méesfss foram medidas de 3 em 3 dias
durante os 30 dias de tratamento (A) e 15 dias apésnino do tratamento (B)P< 0,0001.
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Quando se avaliou a carga parasitéaria das lesHd®g apos o término do tratamento
pdde-se constatar a reducdo de aproximadamental@0@¥mero de amastigotas isolados das
lesdes dos animais tratados com o SE 1.1 compaadins controles (Figura 14A). Essa
reducao foi significantemente maior (91%) quandavaliacdo foi realizada pela diluigéo
limitante (Figura 14B e Tabela 5).

A B
2,0x108 - 2,5x107+
- IS
1S s ; 2,0x107
z 1,5%108 g
5 S 1,510
3 1,0x108 ‘g
g * g 1,0x107
S
7 . .
% 5,0x10 g_ 5,0x 106
4 *
0 0 [
PBS SE1.1 PBS SE11

Figura 14: Avaliacdo da carga parasitaria nas lesées dadpatamundongos BALB/c 15 dias
apés o término do tratamento com SE 1.1. Os anirff@mism infectados com 1x10
amastigotas de. (L.) amazonensis 15 dias ap0s iniciou-se o tratamento com o $Htdtal

de 42 pg). Os animais foram tratados durante 3 abasecutivos e apos 3X por semana
durante 1 més. Apos 15 dias do término do tratammestanimais foram sacrificados e as
lesbes isoladas, procedendo-se a contagem diretandiastigotas em camara de Neubauer (A)
e a avaliacdo da carga parasitaria por diluicamdmte (B). P<0,001.
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Tabela 5: Carga parasitaria dos camundongos BALB/c infectadmL. (L.) amazonensis
avaliada pela diluicdo limitante 15 dias apos tatreento por 1 més com 4@ do SE 1.1.

Tratamento Carga parasitaria Porcentagem de reducéo da
carga parasitaria

Controle PBS 1,7x10 o

SE 1.1 42ug 1,5x10 91,27

No outro esquema de tratameirtovivo com o SE 1.1 foram utilizados 5 grupos de
camundongos BALB/c, sendo um controle em que asarireceberam PBS, um controle do
tratamento com o glucantime (20 mg por animal)é&s fgrupos de animais tratados com
diferentes doses do SE 1.1 (24, 42ug e 63ug). Por volta do 2ldia do tratamento pode-se
observar uma pequena, porém significante reducadad@nho das lesbes dos animais
tratados com glucantime e com as 3 concentracd&Edb1 e no 30dia do tratamento essa
reducdo foi de aproximadamente 37% (Figura 15). Hemaana apds o término do tratamento
pode-se observar uma reducéao de 33% das lesOesmiduas tratados com 24y do SE 1.1 e
de 46% naqueles tratados comgPe 63g em relacdo ao controle. Os animais tratados com
0 glucantime apresentaram lesdes muito semelhastedo controle (Figura 16 e 17A).
Quando se avaliou a carga parasitaria pela contatj@ta dos amastigotas nas lesfes foi
observada reducdo do numero de parasitas nos antrag@dos com o SE 1.1 nas trés
concentragdes (Figura 17B). Entretanto, a avaliad@® parasitas pela diluicdo limitante
mostrou que uma semana apos o tratamento houveénamdnucdo da carga parasitaria nos
animais tratados com o glucantime semelhante dahts animais tratados com&j do SE
1.1, porém menor do que a observada nos animasidsacom 4219 e 63ug do SE 1.1
(Figura 17C e Tabela 6).
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Figura 15: Avaliagdo do tamanho das lesbes dos camundonga8MBAnfectados conti.

(L.) amazonensig tratados com o SE 1.1 em diferentes concentra€iesanimais foram
infectados com 1xfOamastigotas deé.. (L.) amazonensi® 15 dias apés iniciou-se o
tratamento. Os animais foram tratados durante 8 climsecutivos e apdés 3X por semana
durante 1 més e as lesdes foram medidas de 3 éms 8utante os 30 dias de tratamerfis:
0,0001 em relacéo ao controle para os grupos tsitemn glucantime e com as trés doses do
SE 1.1.
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Figura 16: LesBes de camundongos BALB/c infectados ¢orflL..) amazonensig dias apds

o tratamento com diferentes doses do SE 1.1. Qwmaiiforam infectados com 1610
amastigotas de. (L.) amazonensie 15 dias ap0s iniciou-se o tratamento. Os anifoaggn
tratados durante 3 dias consecutivos e ap0s 3Xgmana durante 1 més. A - Controle que
recebeu PBS; B — Tratamento com 20 mg de glucantin® e E — Tratamento com 21 pg,
42 ug e 63 pug do SE 1.1, respectivamente.
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Figura 17: Tratamento de camundongos BALB/c infectados tof..) amazonensisom SE
1.1 em diferentes concentracdes. Os animais fonématados com 1xfOamastigotas de.

(L.) amazonensie 15 dias ap0s iniciou-se o tratamento. Os anifoasgn tratados durante 3
dias consecutivos e ap6s 3X por semana durantesl Ané Avaliacdo da infec¢do pela
medida das lesdes de 3 em 3 dias durante 7 diasocapatamento.P< 0,0001em relacdo ao
controle para os grupos tratados com as trés dis&E 1.1. B - Contagem em camara de
Neubauer dos amastigotas Ld€L.) amazonensisolados da lesdo de camundongos BALB/c
7 dias apos o término do tratamento. C- Carga parasdeL. (L.) amazonensisas lesdes da
pata de camundongos BALB/c 7 dias apds o términdratamento avaliada pela diluicdo
limitante.”P< 0,0001 em relacdo ao controle para os grup@sltos com glucantime e com as
trés doses do SE 1.1.
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Tabela 6: Carga parasitaria dos camundongos BALB/c infectadmL. (L.) amazonensis
avaliada pela diluicdo limitante 7 dias ap0s oatranto por 1 més com varias doses do SE
1.1.

Tratamento Carga Parasitaria Porcentagem de reducéo da
carga parasitaria
PBS 9,6x10 o
Glucantime 20 mg 4,8x%0 50
SE 1.1 21 ug 4,8x%0 50
SE 1.1 42 ug 2,4x%0 75
SE 1.1 63 ug 3,2xf0 66,6

A avaliagdo da infeccdo dos animais 1 més aposnurné do tratamento mostrou a
reducdo de 58% das lesGes nos camundongos trat@mwo$2ug e 63ug do SE 1.1, enquanto
gue as lesdes dos animais tratados com o glucaetieg do SE 1.1 foram semelhantes as
dos controles (Figuras 17 e 18). Os resultadovdiegdo da carga parasitaria dos animais 1
més apods o término do tratamento pela contagertadies amastigotas isolados das lesdes
mostraram também a reducédo do namero de paraggasa®dos animais tratados conmuge
63 pg do SE 1.1 (Figura 19A). Entretanto, pelos redolada diluicdo limitante pode-se
observar também uma pequena, porém significantecéeddos parasitas nas lesdes dos

camundongos tratados com2d do SE 1.1 (Figura 19C e Tabela 7).
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Figura 18: Lesdes de camundongos BALB/c infectados toifk..) amazonensid0 dias apods

o tratamento com o SE 1.1. Os animais foram infiestacom 1x19amastigotas dé. (L.)
amazonensig 15 dias apos iniciou-se o tratamento. Os anifoagsn tratados durante 3 dias
consecutivos e apO0s 3X por semana durante 1 més. Gontrole que recebeu PBS;
B — Tratamento com 20 mg de glucantime; C, D eTEatamento com 21 pg, 42 ug e 63 pg
do SE 1.1, respectivamente.
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Figura 19: Tratamento de camundongos BALB/c infectados tof..) amazonensisom SE

1.1 em diferentes concentracdes. Os animais fonématados com 1xfOamastigotas dé.

(L.) amazonensie 15 dias ap0s iniciou-se o tratamento. Os anifoaggn tratados durante 3
dias consecutivos e apds 3X por semana durantesl Ané Avaliacdo da infec¢do pela
medida das patas de 3 em 3 dias durante 1 mésdmitamento. B — Contagem em camara
de Neubauer dos amastigotas lde(L.) amazonensissolados da lesdo de camundongos
BALB/c 1 més apds o término do tratamentB< 0,0001em relacdo ao controle para os
grupos tratados com 48 e 63ug do SE 1.1. C- Carga parasitariald€L..) amazonensisas
lesbes da pata de camundongos BALB/c 1 més apésminb do tratamento avaliada pela
diluicdo limitante.”P< 0,0001 em relacdo ao controle para os gruptedos com as trés

doses do SE 1.
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Tabela 7: Carga parasitaria dos camundongos BALB/c infectadmL. (L.) amazonensis

avaliada pela diluicdo limitante 30 dias ap0s tatreento por 1 més com varias doses do SE
1.1.

Tratamento Carga Parasitaria Porcentagem de _rgc{ugéo da
carga parasitaria
Controle PBS 1,4x10 .
Glucantime 20 mg 1,7x10 L
SE 1.1 21 pg 1,0x10 27
SE 1.1 42 ug 7,7xf0 45
SE 1.1 63 ug 3,8xf0 73

A toxicidade do SE 1.1 nos camundongos BALB/c atddos com aL. (L.)
amazonensi® tratados com as varias concentragbes do SE tdmeo glucantime foi
avaliada pela dosagem dos niveis de uréia e ilirautotal no soro dos animais 7, 15 e 30
dias ap6s o término do tratamento. Os resultadssedeestes sdo mostrados na Tabela 8. E
possivel observar que os niveis de uréia e bilmautotal de todos os animais tratados foram
muito semelhantes aos dos animais controle, estéodios dentro da faixa normal de

concentracdo desses marcadores bioquimicos.
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Tabela 8: Dosagem de uréia e bilirrubina total no soro dawalongos BALB/c infectados
com aL. (L.) amazonensis tratados com o SE 1.1 e glucantime.

GRUPQOS UREIA (mg/dl) BILIRRUBINA (mg/dl)

7 dias 15dias 30 dias 7 dias 15 dias 30 dias
Controle 59,43 64,9 60,8 1,43 1,54 1,48
Glucantime 20 mg 62 66,2 62,8 1,45 1,62 1,33
SE 1.1 21ug 63,5 62,6 60 1,38 1,58 1,48
SE 1.1 42ug 59,9 63,5 61,4 1,39 1,49 1,38
SE 1.1 63u9 58,7 65 61,9 1,33 1,49 1,48
Os tempos indicados referem-se aos dias apés intédo tratamento em que foram colhidos os soros as
dosagens.

Valores de referéncia: bilirrubina total: 0,1 - lm8/dl; uréia: 60 - 80 mg/dI
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5. Discussao

No presente estudo foi avaliada a atividade leisicida de complexos paladaciclos
utilizando como modelo a espédieishmania (Leishmania) amazonengigcialmente trés
complexos, SF 1.1, SF 1.2 e SE 1.1, foram testeolmsamastigotas intracelulares em culturas
de macréfagos peritoneais de camundongos infectadesro com aL. (L.) amazonensis
Varios compostos com acdo antitumoral tém apredentambém potente atividade
antiparasitaria  (WERNSDORFER e ALLMENDINGER, 2001Assim, a atividade
leishmanicida dos complexos paladaciclos foi testEyando em conta a atividade anti-
metastatica dos paladaciclos que apresentam umtdigade coordenacdo 1 ou 2-
etanobis(difenilfosfina) (SE) ou o 1,1'-bis(difeosfina) ferroceno (SF). A baixa solubilidade
do SF 1.1 e do SF 1.2 dificultou a avaliacdo da capacidade leishmanicida, pois a
concentracao de 1M foi necessério utilizar 2,5% do solvente (DMS®gssa concentracao
0 proprio solvente foi toxico para os amastigosésm de ter alterado claramente a morfologia
dos macrofagos (Tabelas 1 e 2). Por outro ladocententracbes nanomolares o SE 1.1
destruiu um numero significante dos amastigotasde apresentou citotoxicidade aos
macrofagos (Tabela 3). A eficacia do SE 1.1 foi pmwada quando se utilizou o glucantime
como controle da atividade leishmanicida. Nessgmerm@xentos, 85% dos parasitas foram
destruidos pelo SE 1.1 a concentracdo de 325 nijliaemmo que houve destruicdo de apenas
30-35% pelo glucantime em concentracdes na ordemilit@olar (Figura 6 e Tabela 4).
Além disso, embora baixa, o glucantime apresentaicitlade aos macréfagos quando a
avaliagdo da viabilidade foi realizada pelo MTT €325 nM o SE 1.1 ndo afetou os
macrofagos. Os resultados de viabilidade pelo Mdrarh confirmados pela observagédo da
morfologia dos macréfagos tratados com o SE 1rhiamscopio optico (Figura 7).

O efeito do SE 1.1 sobre a atividade de cistefoteimases dos amastigotasldeL.)
amazonensidoi também estudado. A atividade dessas enzimasaliada utilizando-se
como substrato o composto fluorescente Z-FR-AMC po@e ser hidrolisado por serino e
cisteina proteinases. A hidrélise do Z-FR-AMC ambsncubacdo com os extratos dos
amastigotas dé. (L.) amazonensifoi maxima a pH 5,0, significantemente amplificata

presenca de DTT e totalmente abolida pelo E-64dicdes que caracterizam a atividade de
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cisteina proteinases nos extratos dos parasitagsHgssultados corroboram os de estudos
prévios que descreveram a predominancia de cispe@tainases em amastigotas de espécies
delLeishmaniado complexd.. (L.) mexicangPUPKISet al, 1986). EnmL_. (L.) amazonensia
andlise de cisteina proteinases mostrou que esziasas sdo expressas preferencialmente em
cepas virulentas dessa espécie (Soares et al.).2808s o estabelecimento das condicbes
Otimas de ensaio das cisteina proteinases dos igatast deL. (L.) amazonensidoi
demonstrada a inibicdo da atividade dessas enpatlasomplexo paladaciclo SE 1.1 (Figura
10). Essa inibicdo pode ser um dos alvos do SEdbfe os parasitas intracelulares, uma vez
gue as cisteina proteinases representam fatoreisulEncia deLeishmaniarelevantes para a
infeccaoin vitro e in vivo (MOTTRAM et al, 1996; ALEXANDERet al, 1998). Inibidores
especificos dessas enzimas tém sido testados camgasdeishmanicidas e o tratamento com
um inibidor irreversivel de proteinases do tipepatna L resultou em diminui¢do significante
do numero de amastigotas em culturas de macrofafgadosin vitro comL. (L.) major
(PONTE-SUCREet al, 2006). Os amastigotas deeishmaniadesenvolvem-se em um
ambiente redutor mantido pekistema tripanotiona/tripanotiona redutase caristier dos
tripanosomatideos (FAIRLAMB e CERAMI, 1992; MULLE®t al, 2003). Essa condigéo
favorece a atividade oOtima das cisteina proteinakes amastigotas dentro do vacuolo
parasitoforo da célula hospedeira. O fato de o .$Enibir a atividade das cisteina proteinases
dalL. (L.) amazonensimmesmo em condi¢cdes redutoras (na presenca do @Hgyra 10)
permite atribuir, pelo menos em parte, a ativideishmanicida desse paladaciclo a inibi¢do
das cisteina proteinases do parasita. Essa hipétesstentada pelos dados que mostram a
inibicdo reversivel da atividade da catepsina B ag&hulas de carcinoma tratadas com um
desses complexos paladaciclos (SF 1.1) (BINCOLET L@, 2005). Por outro lado, foi
demonstrada a atividade anti-tumoral do SE 1.1 éfnlas de melanoma murino pela
depresséo da atividade respiratoria e a degradh&NA dessas células (RODRIGUES

al., 2003). Dados mais recentes mostraemmcao catalitica do SE 1.1 sobre a oxidacdo de
grupos tidis de proteinas de membranas mitocosdi@iando a conseqiente permeabilizacdo
da mitocondria e liberacdo do citrocomo ¢ assocmd#poptose de células de melanoma
murino (SANTANA et al., 2008). Foi demonstrado tambque o tratamento de células
tumorais com o SF 1.2 induz a ruptura dos lisossoena liberacdo de enzimas lisossomais

nessas células (BARBOS#@t al, 2006). Analisados em conjunto, esses dados mosjte
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mecanismos de acgao diversificados sobre organsgecidicas estdo implicados na atividade
tumoricida dos complexos paladaciclos (SANTANA ¢t 2008). Quanto a atividade
leishmanicida do SE 1.1, os dados até aqui ndoiganudefinir o seu mecanismo de acao
sobre os amastigotas de (L.) amazonensisExperimentos de microscopia eletrbnica
utilizando marcadores de algumas organelas cefjléaes como lisossomos e mitocondria,
além de um anticorpo monoclonal dirigido a umaedigt proteinase desses parasitas, estao
sendo conduzidos visando a elucidacéo desse mexanis

Os dados do tratamenito vivo com o SE 1.1 mostraram um efeito significante eless
composto na reducao das lesdes cutaneas de cangopsdBALB/c infectados com la. (L.)
amazonensisA eficacia do tratamento foi aparente tanto rdugéo do tamanho das lesbes
como no decréscimo da carga parasitaria dos aninsélos. No primeiro experimenito
vivo realizado o decréscimo da carga parasitaria sésd$edos animais tratados comudo
SE 1.1 foi mais acentuada (91%) do que a obsemasianimais do experimento posterior
que receberam a mesma dose do SE 1.@4ZFiguras 17 e 19; Tabelas 6 e 7). E provavel
gue a diferenca dos resultados obtidos nos doisriexentos seja devida ao tempo em que
essa carga foi avaliada (15 dias ap0s o términtvad@amento no primeiro experimento e 7 e
30 dias ap6s no segundo). Entretanto, a reduc@arda parasitaria foi acentuada em ambos
0s experimentos. Pdde-se observar ainda que, emilthas apos o término do tratamento ndo
se tenha observado diferenca significante entrargacdos animais tratados com4f e 63
pg do SE 1.1, um més apdés o tratamento somente iosaianque receberam 6@3g
mantiveram a mesma porcentagem de reducdo da pargsitaria em relacdo aos controles
(Figura 19 e Tabela 7).

Os camundongos tratados com o glucantime mostranaducao significante da carga
parasitaria apds 7 dias do término do tratamewoioparavel a observada nos animais tratados
com 21ug do SE 1.1 (Figura 17 e Tabela 6). No entant@rgacparasitaria desses animais
atingiu o nivel dos controles um més apés o térrdmdratamento (Figura 19 e Tabela 7), o
gue também pode ser atribuido a administracdolestamal, visto que o glucantime possui
melhor atividade quando administrado por via sigtém

Considerando-se que a dose total do glucantinieagta nesse modelo experimental

foi cerca de 300 vezes superior a do SE 1.1, adtades demonstram a maior eficacia desse
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complexo paladaciclo para o tratamento intralesiates lesbes causadas pdla (L.)
amazonensis.

Outro aspecto importante a ser considerado nosriexgntosin vivo € o critério de
avaliacdo da carga parasitaria dos animais trat&sfoBora seja possivel observar a correlacéo
entre o tamanho das lesdes, a carga avaliada petera de amastigotas e pela diluicao
limitante, em ambos os experimentos de tratamentivo observou-se que a carga parasitaria
foi menor quando avaliada pela diluicdo limitantggpa maior parte dos grupos tratados
(Figuras 14, 17 e 19) . Esse resultado € espedadde que pelo método da diluicdo limitante
estima-se 0 numero de parasitas viaveis das leséemndo-se 0s promastigotas resultantes
da diferenciagéo e crescimento dos amastigotaadissl Por outro lado, 0 aumento das lesGes
das patas deve-se ndo somente ao nimero dos gaE@sisentes nessas lesdes, mas também
ao inchaco das mesmas pelo processo inflamatédcagompanha as lesdes granulomatosas
tipicas da infeccdo causada pklalL.) amazonensidPortanto, a diluicdo limitante constitui
um método mais sensivel e fidedigno para quantifice parasitas nas infeccdes por
Leishmaniacomo originalmente descrito para avaliar a irdecgelalL. (L.) major(TITUS et
al., 1985) €. (L.) infantum(BUFFETet al, 1995).

A linhagem de camundongo utilizada nesse estug@senta um modelo de extrema
suscetibilidade &. (L.) amazonensi©s camundongos BALB/c infectados por via subadén
com esse parasita desenvolvem um processo inflama@gressivo no sitio de inoculacdo
seguido de ulceracdo com consequente perda de eodparecimento de lesbes metastaticas
em diferente locais do corpo do animal. Nas leishos®s tem sido registrado que o
tratamento ndo leva a cura estéril das lesdespg@arasitas permanecem viaveis, embora em
numero reduzido, apdés a administracdo dos antinsogi uma grande variedade de modelos
animais, assim como no homem. Além disso, o tenapaidio do tratamento pode influenciar
a evolucdo da doenca, como mostrado em estudoPréSARNIER et al, 2007). No
presente trabalho, os tratamenitosivo foram iniciados 15 dias apos a infec¢do dos asimai
um intervalo que permitiu o estabelecimento da daea o aparecimento das lesdes, e
mantidos por trinta dias, periodo suficiente pastatglizar a infeccdo. Como pode ser
observado na Figura 13, ap0s o término do tratam@Enanimais que receberam o composto
SE 1.1 mantiveram as lesfes estaveis, enquantosgde grupo controle comecaram a ter um

desenvolvimento rapido da leséo devido a infecgéar énstalada ha 45 dias, tempo suficiente
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para a sua disseminacdo. Considerando todos eas@mgiros € possivel concluir que a
administracdo do SE 1.1 resultou em uma respostardeel ao tratamento das lesdes
causadas pela. (L.) amazonensisEntretanto, em termos absolutos a carga patiasii@r
consideravel mesmo nos animais tratados com ardasealta do SE 1.1 (Figura 19 e Tabela
7). Muito provavelmente isso se deve ao modelcemxdmente suscetivel a infeccdo fdela
(L.) amazonensiaitilizado nos experimentos, como discutido acifBembora escassos 0s
dados da literatura sobre os ensaios de drogdsriaerscidas sobre h. (L.) amazonensis
nesse modelo, recentemente dois compostos forataddss o terpeno nerolidol e o
antiestrogénio tamoxifeno. Os resultados do tratdoia vivo com o tamoxifeno mostraram
significante reducdo do numero de parasitas négsedos animais tratados que, no entanto,
apresentaram carga parasitaria ainda alta (MIGEEal, 2008). Em relagdo ao tratamento
com o nerolidol, é dificil comparar os resultadogis nesse trabalho foi avaliado somente o
tamanho das lesGes dos animais estudados (ARR&IRA 2005).

Existem vérias evidéncias de que a eficacia dtartrento com antimonial na
leishmaniose visceral murina é dependente da respogne do hospedeiro mediada por IFN-
y e IL-12 com a consequente producdo de Oxido aitpelos macrofagos ativados e a
destruicao dos parasitas (MURRAY e DELPH-ETIENNBO@, MURRAY et al, 2000). A
acao leishmanicida do SE 1.1 parece ndo dependsivdgdo do macréfago e a producéo de
oxido nitrico, pois néo foi detectado o acumulonideato nos sobrenadantes dos macréfagos
infectados com &. (L.) amazonensis tratados com varias concentracdes do SE 1.bgdad
ndo mostrados). Esses dados estdo de acordo ca@thados que mostram quelLa(L.)
amazonensi® muito resistente a acdo do 6xido nitrico (GlUBI& al, 2007), tornando
assim a resposta ao tratamento da leishmanioseeeutdausada por essa espéecie menos
dependente de drogas ativadoras do macrofago.

A toxicidade do SE 1.1 também foi avaliada pelsagem de uréia e bilirrubina total e
os valores encontrados nos niveis séricos de ambssanimais tratados foram muito
proximos dos obtidos nos camundongos controlese{@af). Além disso, o peso dos animais
tratados com o SE 1.1 foi muito semelhante ao @rsxm nos animais do grupo controle,
enguanto que os tratados com o glucantime apreaentama pequena, porém significante
perda de peso (dados ndo mostrados). Esses resultadstram que o SE 1.1 nas

concentracdes utilizadas ndo levou a disfuncaoticapdu renal dos camundongos, como era
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esperado visto que a administracdo intralesiorsalipe a toxicidade sistémica, devido a baixa
biodisponibilidade da administracéo local. Nao dbservada reacédo de toxicidade no local
das aplicacbes, em comparacdo com os camundongasagureceberam tratamento. Esses
resultados corroboram os dados da literatura gieeera que o SE 1.1, assim como outros
complexos paladaciclos, ndo induzem comprometimeepatico ou renal em camundongos
guando se avaliou a capacidade tumoricida dessgsosbos em concentracdes cerca de trinta
vezes superiores as utilizadas no presente traleafjar administracéo sistémica. (CAIRES,
2007).

Em conclusao, os dados mostraram a acao leishmamoi SE 1.1 parala (L.) amazonensis

in vitro e in vivo. Apesar de os camundongos BALB/c tratados comiarndase do SE 1.1
ainda apresentarem carga parasitaria consideragdésdes, os resultados foram promissores,

levando-se em consideracao a suscetibilidade delmedperimental utilizado.
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6. Conclusdes e Sugestoes

O composto SE 1.1 apresentou:

v Melhor resultado nos ensaios preliminares, torna®lo composto escolhido para
0S ensaios posteriores

v' Melhor eficacia na atividade leishmanicida vitro sobre os amastigotas
intracelulares deé. (L.) amazonensise comparado ao Glucantime.

v Atividade leishmanicida significante em concentes;@ue apresentaram baixa
citotoxicidade em culturas de macroéfagos peritadaicamundongo BALB/c.

v’ Atividade inibitéria de cisteina preoteinases diadio de amastigotas de (L.)
amazonensis

v' Reducdo significante da carga parasitaria de les@epatas de camundongos
BALB/c infectados conk. (L.) amazonensis

v Resultados satisfatérios em relagéo a toxicidastérsica nos ensaios bioquimicos
(uréia e bilirrubina), realizados com o soro dosw@adongos infectados comm (L.)

amazonensis tratados com SE 1.1 intralesional.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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