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RESUMO

Leishmaniose ¢ uma doenca negligenciada causada por mais de 20 espécies de parasitas do
género Leishmania. Antimoniais pentavalentes sdo os firmacos normalmente utilizados para o
tratamento das leishmanioses e, dentre estes, o Glucantime® € a droga de primeira escolha
recomendada pela Organizacdo Mundial de Satdde. Sdo bastante conhecidos seus efeitos
téxicos, inclusive como indutor de danos genéticos. Entretanto, o mecanismo pelo qual o
farmaco exerce seu efeito genotdxico ainda ndo esta elucidado. Nesse sentido, investigamos o
mecanismo pelo qual o Glucantime® causa danos ao DNA em camundongos BALB/c
infectados com Leishmania (Leishmania) infantum, com regime de tratamento de
20mg/kg/dia durante 20 dias. Danos ao DNA foram avaliados pelo ensaio do cometa usando
leucéceitos de sangue periférico e, para avaliagdo de danos oxidativos, o ensaio do cometa foi
seguido pelo tratamento com as enzimas formamidopirimidina-DNA-glicosilase (Fpg) e
endonuclease III (ENDO III), que reconhecem e retiram bases puricas e pirimidicas oxidadas
do DNA. O potencial mutagénico da droga foi investigado pelo teste do micronicleo em
células de medula dssea. As consequéncias do processo oxidativo foram medidas pela
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx). Além disso, avaliamos a expressdo de genes relacionados a defesa antioxidante (GSS,
GSTP1, GPxl, SODI, SOD2 e CAT) e ao sistema de reparo do DNA (OGGI e MTH]I).
Nossos dados demonstraram que o Glucantime® causa danos ao DNA em células de
mamiferos pela oxidacdo das suas bases nitrogenadas. O aumento da frequéncia de células
micronucleadas nos animais sob tratamento com o antileishmanial revelou que a instabilidade
gendmica foi fixada em mutagdes. Além disso, o Glucantime® induziu a superexpressdo de
genes relacionados a defesa antioxidante, bem como dos genes OGGI e MTH1, que atuam no
mecanismo de reparo de danos ao DNA ocasionados por oxidacdo de bases nitrogenadas. Os
nossos dados revelaram também que a infeccdo por L. infantum e o tratamento com O
antimonial aumentou significativamente a atividade enzimatica no eixo SOD-CAT, enquanto
que o eixo SOD-GPx foi inibido, provavelmente, pela deplecao de glutationa. Assim, nossos
dados sugerem que o antimonial Glucantime® compromete a atividade da GPx levando a
saturacdo do sistema antioxidante e causa danos ao DNA por estresse oxidativo. Esses
achados foram corroborados pela redu¢do dos danos genéticos pelo co-tratamento com o
acido ascorbico, um potente antioxidante. Finalmente, demonstramos que o efeito estressante
do Glucantime® dispara uma resposta molecular nas células de mamiferos, modulando
positivamente a expressdo de genes relacionados ao reparo do DNA e a defesa antioxidante.

Palavras chaves: Antileishmanial; Genotoxicidade; Defesa antioxidante; Superexpressao
génica



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease caused by more than 20 species of parasites of the
Leishmania genus. Pentavalent antimonials are the drugs commonly used for the treatment of
leishmaniasi and among then Glucantime® is the first choice drug recommended by the World
Health Organization. Its toxic effects are well known, including as genetic damage inducing.
However, the mechanism of its genotoxic effect has not been elucidated yet. Given this, we
investigated the mechanism by which Glucantime® causes damage to DNA in BALB/c mice
infected with Leishmania (Leishmania) infantum, treated with 20mg/kg/day during 20 days.
Damage to DNA have been assessed by the comet assay using peripheral blood leukocytes
and for assessment of oxidative damage, the comet assay was followed by treatment with the
enzymes formamidopyrimidine-DNA-glycosylase (Fpg) and endonuclease III (ENDO III),
which recognize and remove oxidized purines and pyrimidines of DNA. The mutagenic
potential of the drug was investigated by the micronucleus test in bone marrow cells. The
consequences of the oxidative process were measured by the activity of the enzymes
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). In addition,
we evaluated the expression of genes related to antioxidante defense (GSS, GSTPI, GPxl,
SODI, SOD2 and CAT) and to the DNA repair system (OGGI and MTHI). Our data
demonstrated that Glucantime® causes damage to DNA in mammalian cells by oxidating the
nitrogenous bases. The increased frequency of micronucleated cells in animals treated with
antileishmanial revealed that the genomic instability was fixed in mutations. In addition,
Glucantime® induced overexpression of genes related to the antioxidant defense, as well as
the genes OGGI and MTH1, that work in the DNA repair mechanism of damage caused by
oxidation of nitrogen bases. Our data also revealed that infection by L. infantum and the
treatment with antimonial significantly increased the enzymatic activity in the SOD-CAT
axis, while the SOD-GPx axis was inhibited, probably by the depletion of glutathione. Thus,
our data suggests that the antimonial pledges to GPx leading to saturation of the antioxidant
system and causes damage to DNA through oxidative stress. These findings were supported
by the reduction of genetic damage thought a treatment combined with ascorbic acid, a potent
antioxidant. At last, we demonstrated that the stressfull effect of Glucantime® triggers a
molecular response in mammalian cells, positively modulating the expression. Of genes
related to DNA repair and antioxidant defense.

Keywords: Antileishmanial; Genotoxicity; Antioxidant defense; Genic overexpressions.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por parasitas pertencentes ao género
Leishmania (Ordem Kinetoplastida; Familia Trypanosomatidae) e sdo consideradas como
uma das seis doengas tropicais negligenciadas mais importantes no mundo (LOZANO et al.,
2012; MURRAY et al,, 2012, PIGOTT et al., 2014). Representam um grande problema de
saide publica em diversos paises do mundo, sendo consideradas endémicas em 98 paises,
com a maioria dos casos ocorrendo, principalmente, em paises tropicais e subtropicais em

desenvolvimento (WHO, 2017).

Os sinais clinicos da doenga compreendem um conjunto de manifestagdes viscerais ou
tegumentares provocadas pela infec¢do de espécies e, no Brasil, € considerada uma zoonose
na qual todas as espécies do género sdo transmitidas pela picada de fémeas infectadas de
dipteros da subfamilia Plebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia, no Novo Mundo, e

Plebotomus, no Velho Mundo (MONTEIRO et al., 2005).

Os medicamentos disponiveis para o tratamento da leishmaniose sao limitados, sendo
atualmente restrito a duas linhas de medicamentos: os antimoniais (estibogluconato de sédio
® . . . . ® ~ . ..

ou Pentostam™ e o antimoniato de meglumina ou Glucantime ) e os nao-antimoniais

(pentamidina, anfotericina B, paromomicina e miltefosine). Os antimoniais sdo a primeira
escolha no tratamento das leishmanioses hd mais de sete décadas, sendo o esquema
terapéutico composto por doses de 20 mg/Kg/dia por injecdes intramusculares em ciclos de 20

a 30 dias (BRASIL, 2014).

Diversos sdo os efeitos colaterais associados ao uso dos antimoniais, a saber: urticaria,
dores abdominais, letargia, nduseas além de cardiotoxicidade, pancreatite, nefrotoxicidade e
hepatoxicidade (GUERIN et al., 2002; CROFT et al., 2006; LLANOS-CUENTAS et al.,
2008; SADEGHIAN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). Além disso, Lima et al. (2010)
relataram atividade genotdxica in vivo mas o mecanismo de acdo do farmaco ainda é
desconhecido. Tem sido sugerido que Sb" atue como pré-farmaco, sendo reduzido a sua
forma mais ativa e txica, Sb"" (BRAHMACHARI et al., 1924; SERENO et al., 1998).
Acredita-se ainda que o Sb™" forma complexos estdveis com os principais tiGis intracelulares e

atua inibindo a acdo de enzimas, tais como a tripanotiona redutase, essencial na regulacdo do



equilibrio de tiol, bem como na defesa contra o estresse oxidativo (YAN et al., 2003;
WYLLIE et al., 2004). Trabalho realizado por Cantanhéde et al. (2015) demonstrou que
compostos antioxidantes, as isoflavonas, conseguiram reverter o dano ao DNA, sugerindo a
oxidacdo como um dos mecanismos de acdo da droga sobre o material genético. Nesse
sentido, neste trabalho propomos investigar se a geracdo de espécies de oxigénio estava
envolvida na inducdo de instabilidade gendmica e mutacdes, bem como entender como as
células de animais infectados por Leishmania infantum e tratados com o antileishmanial

respondiam a esses agentes estressores.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmaniose

Leishmaniose é uma das seis doengas tropicais negligenciadas mais importantes do
mundo, com estimativa de 700.000 a 1 milhdo de novos casos diagnosticados e 20.000 a
30.000 mortes por ano. E considerada endémica em mais de 98 paises ocorrendo
principalmente em regides tropicais e subtropicais menos favorecidas, tais como Africa, Asia
e América Latina (PIGOTT et al, 2014; WHO, 2017). E causada pelo protozodrio
Leishmania, que se multiplica em certos vertebrados que funcionam como reservatérios. O
parasita é transmitido aos seres humanos através da picada de fémeas de flebotomineos que
realizaram repasto sanguineo em um reservatorio infectado. As manifestacdes clinicas da
doenca, no entanto, dependem da espécie de Leishmania envolvida e da resposta imune do

hospedeiro (HALDAR et al., 2011).

Sdo reconhecidas trés formas clinicas de leishmaniose: 1) a forma mais comum
chamada leishmaniose cutanea ou tegumentar (LC) que causa lesdes ulcerosas na pele, e os
pacientes respondem bem ao tratamento; 2) leishmaniose mucosa ou mucocutanea (LCM),
que leva a destrui¢do parcial ou total das mucosas do nariz, boca e garganta, produzindo
lesdes ulcerativas e desfigurantes e, 3) leishmaniose visceral (LV) ou calazar, que é a forma
mais grave e acomete o sistema fagocitico mononuclear, comprometendo bago, figado,
medula d6ssea e linfonodo do paciente sendo invariavelmente fatal, quando nao tratada

(REITHINGER et al., 2007; DAHER et al., 2009; WHO, 2017).

Existem cerca de 30 espécies conhecidas de Leishmania, das quais aproximadamente
21 infectam o homem, podendo ocasionar doencas. As espécies de Leishmania encontradas
nas Américas pertencem a dois subgéneros: Leishmania e Viannia. No subgénero Leishmania,
estdo representadas as espécies que sdo responsaveis pela forma cutinea - Leishmania (L.)
mexicana e Leishmania (L.) amazonensis e pela forma visceral- Leishmania (L.) infantum.
Por sua vez, o subgénero Viannia compreende as espécies Leishmania (V.) braziliensis,
Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V) panamensis

responsaveis por causar lesoes cutaneas e mucosas (SHAW, 1994; MARCILI et al., 2014).



Os insetos vetores sdo dipteros da subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros
Phlebotomus, na Europa, Asia e Africa, e Lutzomyia, nas Américas. No Brasil, sdo
popularmente conhecidos como mosquito palha, tatuquira e fleb6tomo. Estes insetos sdo
pequenos, medindo cerca de 2 a 4mm de comprimento, possuem o corpo coberto de pélos
finos e s@o de coloracdo clara. Sdo facilmente reconheciveis pelo seu comportamento, ao voar
em pequenos saltos e pousar com as asas entreabertas. Estes insetos, na fase adulta, estdo
adaptados a diversos ambientes, porém na fase larvdria desenvolvem-se em ambientes
terrestres imidos e ricos em matéria organica e de baixa incidéncia luminosa. Ambos 0s sexos
necessitam de carboidratos como fonte energética e além disso, as fémeas alimentam-se de

sangue para o desenvolvimento dos ovos (NEUBER, 2008; BRASIL, 2014).

2.2 Ciclo de vida do parasito

Os parasitos do género Leishmania, sdo heteroxénicos, necessitando de um hospedeiro
vertebrado e outro invertebrado para completar o seu ciclo biolégico. Possuem duas formas
evolutivas: a promastigota, presente no hospedeiro invertebrado, e a forma amastigota, de
desenvolvimento intracelular obrigatério nos hospedeiros vertebrados (BATES, 2008;

ALCOLEA et al., 2010).

As amastigotas sdo formas intracelulares arredondadas, com aproximadamente 10um
didmetro, niicleo oval grande e excéntrico e vivem nos macréfagos dos hospedeiros
vertebrados. As promastigotas, por sua vez, sao formas extracelulares, alongadas e moéveis
encontradas no trato digestivo do inseto vetor. Todas as formas apresentam uma organela
chamada cinetoplasto (kDNA) e multiplicam-se por divisdo bindria (AWASTHI et al., 2004;
BESTEIRO et al., 2007).

O ciclo bioldgico inicia-se quando as formas infectantes (promastigotas metaciclicas)
inoculadas na pele do hospedeiro, durante o repasto sanguineo de fémeas de flebotomineo
infectadas, sdo internalizadas pelas células do sistema fagocitico mononuclear. Dentro do
fagolisossomo, transformam-se em amastigotas e multiplicam-se por divisdo bindria. Apos
intensa multiplicagdo, ocorre o rompimento das células infectadas e subseqiiente infec¢dao de

outras células fagociticas. Durante o repasto sanguineo, um novo vetor flebotomineo, ainda



ndo infectado, pode ingerir células infectadas do hospedeiro mamifero contaminado e que
contenham formas amastigotas do parasito. No trato digestivo médio do inseto ocorre o
rompimento dos macréfagos e liberagdo destas formas, que se diferenciam em promastigotas
em aproximadamente 13 a 15 horas. As formas promastigotas multiplicam-se por divisao
bindria e transformam-se em paramastigotas que colonizam o es6fago e a faringe do vetor,
onde permanecem aderidas ao epitélio pelo flagelo até se diferenciarem em formas infectantes
- promastigotas metaciclicas, reiniciando assim o ciclo (BESTEIRO et al., 2007; CHAPPUIS
et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo bioldgico de Leishmania spp. Fonte: Kumar e Engwerda, 2014 (com

flebotomineo

adaptacoes).

2.3 Leishmaniose visceral

2.3.1 Epidemiologia



Leishmaniose visceral ¢ uma doenca endémica em diversos paises (Figura 2), com
casos humanos relatados em regides tropicais e subtropicais. A incidéncia anual estimada &
cerca de 500.000 novos casos de LV em cada ano em todo o mundo e mais de 90% dos casos
de LV ocorrem em sete paises: Brasil, Etiopia, India, Suddo do Sul, Sud3o, Quénia e Somalia

(WHO, 2017).

Countries reported
imported VL cases

SaudiArabia - &
Russian Federation -2
Belgium - 1

Finland - 1

Republic of Moldova - 1

Number of new VL cases
reported, 2013

H >1000

B 500-999

I 100-499 [ No autochthonous cases reported & }
= <100 [T No data /
o [ ] Notapplicable

Figura 2: Distribui¢ao mundial da leishmaniose visceral, 2013. Fonte: WHO, 2017.

O registro do primeiro caso da doenca no Brasil ocorreu em 1913, quando Migone
identificou o parasito em material de necropsia de paciente oriundo do municipio de Boa
Esperanca, atual estado do Mato Grosso do Sul. Em 1934, com os estudos de Penna,
confirmou-se que a doencga era autdctone e de alta prevaléncias nas Américas. Dois anos
depois, Evandro Chagas realizou, por meio de pungdo esplénica, o primeiro diagndstico in
vivo da doenca em humanos, classificando Leishmania chagasi como uma nova espécie do

género Leishmania (CHAGAS et al., 1937).

A doenca estd distribuida nas diferentes faixas etdrias, porém com maior freqiiéncia
em criancgas até 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos registrados em menores de cinco anos.
A razio da maior susceptibilidade das criangas € explicada pelo estado de relativa imaturidade
imunoldgica celular associado com maiores taxas de deficiéncia nutricional, comum nas dreas

endémicas, além de uma maior exposi¢do ao vetor no peridomicilio (BRASIL, 2013).



De acordo com o Ministério da Sadde, dos 27 estados brasileiros, 22 ja notificaram
casos autoctones da enfermidade em humanos, principalmente nas regides norte, sudeste e
nordeste, com mais de 1.600 municipios apresentando casos da doenca. Tem-se que em 26
anos de notificacdo (1990-2015), os casos de LV somaram 81.722 casos, sendo que 52,3%
deles ocorreram nos estados da Bahia, Ceard, Maranhao e Piaui (Figura 3) (BRASIL, 2017).
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Figura 3: Casos de Leishmaniose Visceral por UF de infeccao, Brasil, 2015. Fonte: SVS/MS

Considerando o Nordeste do Brasil, o Maranhdo apresenta-se como um estado
endémico de leishmaniose visceral. O primeiro caso da doenca no Maranhdo foi
diagnosticado no ano de 1934 e desde o ano de 1982, no qual quatro criangas de uma mesma
familia residente na periferia de Sdo Luis foram diagnosticadas com a doenga, instalou-se
uma situacdo epidémica com expansdo da doenga para outras dreas da ilha de Sdo Lufs, tais

como Paco do Lumiar e S@o José de Ribamar (COSTA et al., 1995).

No trabalho realizado por Coutinho et al. (2012), verificou-se que a LV estd presente
em todas as mesorregioes do Estado do Maranhdo e € elevado o nimero de municipios que

sdo classificados como de transmissao intensa. Dessa forma, o Maranhdo ainda se constitui



como o Estado com o maior nimero de casos confirmados de leishmaniose visceral, tendo

como municipios de maior notificagdo: Imperatriz, Timon, Caxias e Codo.

Em relacdo ao nimero de 6bitos por leishmaniose visceral no periodo de 2000 a 2015,
foram notificados ao Sistema Nacional de Agravos Notificdveis (SINAN) 3690 6bitos no
pais. Destes, 1850 (50,1%) na regidao Nordeste, e o Maranhdao apresentou 452, o que
representa 24,4% do total de 6bitos na regido, colocando o estado do Maranhdo na primeira

posicdo dentre os estados da regido Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

De acordo com o levantamento realizado por Silva et al. (2015), foram atendidas no
Centro de Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CREDIP) no ano de 2012, 27
casos de LV ocorridos na Ilha de Sao Luis, sendo assim distribuidos: 17 no municipio de Sao
Luis, 5 em S3o José de Ribamar, 3 em Paco do Lumiar e 2 no municipio de Raposa.
Observou-se um aumento na ocorréncia de LV no ano seguinte, no qual foi notificado a
ocorréncia de 60 casos, sendo 35 em Sdo Luis, 14 em Sao José de Ribamar, 8 em Paco do
Lumiar e 3, em Raposa. Em ambos os anos, a faixa etdria que apresentou maior

representatividade foi 0-23 meses, com 33,3% e 31,6% em 2012 e 2013, respectivamente.

2.3.2 Aspectos clinicos

A sintomatologia da LV ¢é caracterizada por um conjunto de manifestacdes clinicas
que podem levar a morte, caso o paciente ndo seja tratado. A evolucdo clinica € um processo
continuo que pode ser dividido em trés periodos: periodo inicial, de estado e final. O periodo
inicial, também chamada de “agudo”, corresponde ao inicio da sintomatologia, que varia de
acordo com cada paciente, mas geralmente inclui palidez cutdneo-mucosa,
hepatoesplenomegalia e febre com duragdo inferior a quatro semanas, sendo este o sintoma
mais presente nessa fase da doenca. No periodo de estado o quadro clinico apresenta-se
comprometido, geralmente com mais de dois meses de evolucdo, caracterizado por febre

irregular, geralmente associada a emagrecimento progressivo, palidez cutineo-mucosa e

aumento da hepatoesplenomegalia (PASTORINO et al., 2002; BRASIL, 2014).

A doenca evolui progressivamente para o periodo final, caso ndo seja feito o

diagnostico e tratamento. Os pacientes apresentam febre continua € comprometimento mais



intenso do estado geral. Nesta fase, instala-se a desnutricdo (cabelos quebradigos, cilios
alongados e pele seca) com edema dos membros inferiores. Outras manifestagdes importantes
incluem hemorragias (epistaxe, gengivorragia e petéquias), ictericia e ascite. Nestes pacientes,
o Obito geralmente é determinado por infeccdes bacterianas (principalmente Stafilococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa) e/ou sangramentos sendo as criangas mais suscetiveis a

episodios de pneumonia (BRASIL, 2014).
2.4 Tratamento
2.4.1 Antimoniais

Os medicamentos de primeira escolha utilizados no tratamento das leishmanioses sdo
constituidos a base de antimonio e, embora conhecidos desde a Antiguidade, os antimoniais
foram utilizados para uso clinico em 1912, quando o médico brasileiro Gaspar Vianna,
pesquisador pioneiro em doenca de Chagas e leishmaniose, obteve pela primeira vez, sucesso
com tratamento da leishmaniose cutdnea, usando o tartaro emético (antimOnio trivalente)

(RATH et al., 2003; AMATO, 1998).

O tartaro emético foi por muitos anos eficaz no tratamento de todos os tipos de
leishmaniose. No entanto, apresentava elevada toxicidade, graves efeitos colaterais, tais como
intolerancia gastrintestinal e efeitos cardiotoxicos, além de ter dificil administracdo e
recidivas recorrentes. Assim, a partir da década de 40, os antimoniais trivalentes foram
substituidos por compostos menos téxicos, os complexos de antimdnio pentavalente, que sao
considerados 10 vezes menos téxicos que os trivalentes (MARSDEN, 1985; RATH et al.,,
2003; MAYRINK et al., 2006).

O primeiro composto pentavalente foi desenvolvido por Brahmachari em 1920, a uréia
estibamina. Ano depois, em 1936, Schmidt introduziu um antimonial pentavalente mais
estavel, o estibogluconato de sddio conhecido comercialmente como Solustibosan® (Bayer)
ou Pentostam® (Glaxo Wellcome), enquanto o antimoniato de meglumina, comercializado
como Glucantime®, surgiu na Franca como medicamento alternativo, em 1945, durante a

segunda guerra mundial (CROFT e YARDLEY, 2002; RATH et al., 2003).

Atualmente, os farmacos disponiveis para tratamento da leishmaniose incluem os

antimoniais estibogluconato de sdédio (Pentostam®) e o antimoniato de meglumina
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(Glucantime®). Apenas este dltimo € comercializado no Brasil e é considerado pela
Organizagdo Mundial de Satde, a droga de primeira escolha no tratamento ha mais de sete
décadas, apresentando alta eficiacia em todos os tipos de leishmanioses (LLANOS-CUENTAS
et al.,, 2008; FREZARD et al., 2009).

No Brasil, a droga é fornecida pelo Ministério da Satde e apresenta- se em ampolas de
SmL contendo 1.5g de antimoniato de N-metil glucamina, equivalentes a 405mg (81mg/mL)
de antimdnio pentavalente (Sb¥). O esquema terapéutico é composto por doses de 20 mg
Sb"/Kg/dia ministrado por injecdes intramusculares ou intravenosas para a forma visceral.
Para a forma cutinea, é recomendada a dose variando entre 10 e 20mg Sb"/kg/dia, sugerindo-
se 15mg Sb*/kg/dia, tanto para adultos quanto para criancas, durante 20 dias seguidos. Na
forma mucocutinea, a dose recomendada é de 20mg Sb'/Kg/dia durante 30 dias seguidos,

preferencialmente em ambiente hospitalar (BRASIL, 2014).

2.4.1.1 Processo de sintese e estrutura dos antimoniais pentavalentes

O Glucantime® é patentiado pela empresa francesa Rhone Poulenc e o seu processo de
sintese ocorre a partir de SbCls ou SbCls. Este dltimo € dissolvido em cloroférmio a baixa
temperatura e a fase orgénica € entdo misturada com a solucdo aquosa do ligante; enquanto
para producio de SbCls ocorre primeiro a oxidacdo por H,0; e o produto Sb" é misturado
com N-metil-D-glucamina (RATH et al., 2003).

Outros novos processos sintéticos tém sido desenvolvidos para a obten¢do do
antimoniato de meglumina. Dois desses métodos, utilizam hexahidroxiantimoniato de
potdssio (KSb(OH)g) como fonte de antimOnio pentavalente e um, pentacloreto de antimdnio
(SbCls) em uma mistura de cloroférmio:4gua e base orgénica a frio. Estes produtos obtidos de
forma sintética vém sendo aplicados em diferentes estudos, uma vez que a andlise dos
mesmos mostrou similaridade com o fiarmaco comercial (Glucantime®), facilitando estudos
académicos mais extensos sobre o antimoniato de meglumina e colaborando com a aceleracao
e desenvolvimento de novas terapias alternativas (DEMICHELI, 1999; DEMICHELI et al.,
2003; DEMICHELI e FREZARD, 2005).

Em relacio a sua estrutura quimica, Headley et al. (1995) propuseram que o

antimoniato de meglumina corresponde a duas moléculas de meglumina (NMG) coordenada
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por um dtomo de antimdnio. Roberts et al. (1998) sugeriram a existéncia de uma mistura de
estruturas oligoméricas de férmula geral (NMG-Sb) n -NMG. Demicheli et al. (1999), por sua
vez, sugeriram que o antimOnio se liga na N- metil- D-glucamina através do oxigénio do

carbono C-3.

De acordo com Demicheli et al. (2003) as moléculas de N-metil-D-glucamina ligam-se
ao Sb por dois diferentes modos, sugerindo a existéncia de, no minimo, dois complexos
diferentes ou a existéncia de um complexo maior em que duas moléculas de N-metil- D-
glucamina sdo ligadas com Sb em uma geometria assimétrica. Em um trabalho realizado por
Frézard et al. (2013) utilizando espectrometria de massas e medidas de osmolaridade, foi
observado que no antimoniato de meglumina, o Sb foi identificado complexado a metil
glucamina nas estequiometrias 1:1, 1:2, 2:2 e 2:3 sendo que, em solu¢des concentradas
presentes nas preparagdes comerciais, a mistura predominante consiste de complexos Sb-

meglumina de estequiometria, 2:3 (Figura 4).

H\2N+ OH
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[ o (/);0 OH
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Figura 4: Estrutura quimica proposta do Glucantime® na sua forma comercial (FREZARD et
al., 2013)

2.4.1.2 Mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes

Apesar de ser usado por mais de sete décadas na terapia contra as leishmanioses, o
mecanismo de acdo desses compostos ainda ndo esta totalmente elucidado (HALDAR et al.,,
2011; KATO et al., 2014). Os estudos iniciais sugeriram que Sb" podia interferir no processo
de B-oxidacdo de 4cidos graxos e inibicdo da via da glic6lise levando a uma deplec¢do dos

niveis de ATP intracelular nos parasitos (BERMAN et al., 1985; BERMAN et al.; 1987).
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Acredita-se ainda que ha uma atividade intrinseca do antimdnio contra a Leishmania, onde o

mecanismo de acdo do farmaco pode estar associado a formagdao de complexos estdveis entre
\V4 . , . \Y2 e e

Sb* e ribonucleosideo guanosina [Sb'-G], que podem atuar como inibidores dos

N

transportadores de purinas na Leishmania levando consequentemente, o parasito a morte

(DEMICHELI et al., 2002).

Tem sido sugerido também que Sb" é uma pré-droga, sendo convertido a Sb™ para
exercer a sua atividade leishmanicida. Esta conversdo foi inicialmente sugerida por
Brahmachari et al. (1924), em um trabalho pioneiro realizado em humanos onde
demonstraram que a uréia estibamina Sb" era convertida no interior do corpo para sua forma
Sb™. A reducdo de Sb" para Sb™ foi posteriormente confirmada em experimentos analiticos
por Goodwin e Page (1943) e por Sereno et al. (1998), que detectaram 15 a 25% de
compostos com antimdnio trivalente em soro de pacientes tratados com Glucantime®.
Corroborando com essa hipdtese, LIMA et al. (2010), cujo trabalho demonstraram que o
Glucantime® é um pré-mutdgeno que necessita ser metabolizado para exercer sua atividade
mutagénica. No entanto, o local desta redu¢do (amastigota ou macréfago) e o mecanismo de
reducdo (enzimdtico ou niao enzimatico) permanecem controversos, pois alguns trabalhos
demonstraram que a redugdo ocorre no interior dos macréfagos (FREZARD et al., 2001;
SERENO et al., 2001) enquanto outros sugerem que a reduc¢do ocorra dentro do préprio

parasita (EPHROS et al., 1999; SHAKED-MISHAN et al., 2001).

Em relagdo ao mecanismo de reducdo, estudos sugerem a participacio de duas
enzimas: redutase tiol dependente (TDRI1) e arsenato redutase (ACR2). A TDRI utiliza
glutationa (GSH) como redutor e é mais expressa na forma amastigota. ACR2, por sua vez,
apresenta atividade redutora tanto para arsenato pentavalente (As') como para o Sb',
necessitando de GSH e glutaredoxina como co-fatores (DENTON et al, 2004; ZHOU et al,
2004). Por outro lado, tem-se que quatro diferentes tidis podem agir como agentes redutores
na conversdao ndo enzimdtica: GSH, tiol predominante no citosol de células de mamiferos;
cisteina e cisteinil-glicina, os principais tidis presentes em lisossomos, € a tripanotiona,
predominante no citosol de Leishmania e na presenca desses tidis a reducdo ocorre de forma
mais rdapida em temperatura elevada (37°C) e pH 4cido (pH 35) (FREZARD et al., 2001;
FERREIRA et al., 2003; YAN et al., 2003).
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Além disso, h4 relatos que Sb™ tem a capacidade de alterar o potencial redox da célula
diminuindo a concentra¢do de tidis intracelulares mediante o efluxo de formas conjugadas
com o Sb™ ¢ inibindo a enzima tripanotiona redutase (TR) (FREZARD et al., 2001;
FERREIRA et al.,, 2003; WYLLIE et al., 2004). Assim, acredita-se que Sb™ induza a
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e/ou nitrogénio (RNS) e,
consequentemente, o aumento do estresse oxidativo, levando ao desequilibrio do sistema
antioxidante celular (WYLLIE e FAIRLAMB, 2006; CUNNINGHAM e FAIRLAMB, 2008;
BAIOCCO et al., 2009).

Outra hipétese propde ativacio do sistema imune do hospedeiro pelo Sb' pois na
infeccdo do macréfago, in vitro, o antimonio pentavalente age como leishmanicida. No
entanto, em modelo animal, a acdo do antimonio depende de citocinas e de subtipos de células
T (MURRAY, 2001). Outras evidéncias sugerem ainda que o antimdnio mata os parasitos
através da inducdo de apoptose, envolvendo fragmentacdo do DNA e transporte de
fosfatidilserina para o lado externo da membrana celular (SERENO et al., 2001; LEE et al.,
2002; SUDHANDIRAN et al., 2003).
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Figura 5: Modelo proposto para o mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes.
Adaptada FREZARD et al., 2009.



14

2.4.1.3 Farmacocinética dos antimoniais pentavalentes

A farmacocinética se caracteriza, entre outros aspectos, pela construcio de modelos
que representam um sistema de compartimentos no organismo e nos quais se supde que se
distribui o fairmaco depois de administrado. Nesse sentido, o0 modelo que melhor descreve a
farmacocinética dos antimoniais ¢ o modelo de dois compartimentos no qual, o primeiro é
representado por um compartimento central, que inclui sangue e plasma, dentro do qual se
absorve o firmaco apds a aplicac@o e a partir do qual se excreta tanto o firmaco quanto os
seus metabdlitos na urina; o segundo, seria um compartimento periférico no qual o farmaco é

distribuido e haveria conversdo de Sb¥ a Sb ™ (CHULAY et al., 1988).

A farmacocinética de antimoniais pentavalentes administrados via intramuscular pode
ser dividida em trés fases, sendo a fase inicial de absor¢ao com meia vida de 0,85h, seguida
por uma fase de elimina¢do rdpida com meia vida de 2,02h e finalmente, uma fase de
eliminacdo mais lenta com meia vida de cerca de 76 h. Nesta dltima fase, acredita-se que
ocorra a conversdo da forma pentavalente para a trivalente, que € a responsavel pelo efeito
terapéutico e toxicicidade do farmaco (CHULAY et al., 1988; VALLADARES et al., 1996;
VALLADARES et al., 1998). Por outro lado, quando administrado intravenosamente, cerca
de 80% do antimonial pentavalente € eliminado em até 8h e praticamente 90%, em 48 horas,
tendo como principal via de eliminac@o a renal, principalmente por filtracao glomerular. Por
conseguinte, recomendam-se aplicacdes de doses elevadas e continuas da medicacdo para que

haja alto nivel de antimdnio tecidual na tentativa de se garantir a eficdcia do tratamento

(RATH et al., 2003; GIL et al., 2007).

Miekeley et al. (2002) observaram em um estudo comparando as taxas de antimdnio
total, Sb¥ e Sb™ em diferentes fases do tratamento, que o antimdnio é rapidamente eliminado
do compartimento central (sangue e plasma) apds descontinuagdo do tratamento e que,
durante essa fase rdpida, apenas uma pequena conversdo da droga em suas espécies i0nicas
Sb" e Sb™ parece ocorrer. Relatam ainda que a concentragio de Sb™ era maior, porém, em
amostras coletadas durante a fase lenta de eliminacdo da droga, reforcando a hipétese de que
essa forma trivalente pode ser responsavel pela toxicidade a longo prazo observada e pela sua

acdo terapéutica.
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De acordo com Rath et al. (2003), o antimOnio acumula-se principalmente no sangue,
em 6rgdos vascularizados como rins e baco, sendo descrita importante afinidade do antimdnio
trivalente pelo eritrécito. Outros estudos tém evidenciado o acimulo de antimdnio em pele,
baco e figado de caes, coelhos e hamsters tratados com estibogluconato de s6dio (BERMAN;;
GROGL, 1988; VALLADARES et al., 1996). Em cées tratados com Glucantime® por via
intravenosa foi constatado o acimulo de antimdnio no figado, baco e medula &ssea
(SCHETTINI et al., 2006). Poon e colaboradores (1998) mostraram que ratos expostos ao
antimoOnio trivalente apresentaram niveis detectdveis de antimonio no baco, no figado, nos

rins, no cérebro e na gordura abdominal.

2.4.1.4 Toxicidade dos antimoniais

Em termos de toxicidade, as reacdes adversas mais comuns na terapia com antimoniais
sdo mialgias e artralgias, nduseas, vomitos, febre, fraqueza, dores abdominais, cefaléia, dor no
local de aplicagdo, tontura, palpitacdes, nervosismo, choque pirogénico e edema (RATH et

al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005; SINGH; SIVAKUMAR, 2004).

Um dos efeitos téxicos mais relevantes do Glucantime® é decorrente de sua a¢io sobre
o aparelho cardiovascular. Este efeito € dose e tempo dependentes e se traduz por distirbios
de repolarizacdo (inversao e achatamento da onda T e aumento do intervalo QTC). Apéds o
20.° dia de tratamento, sugere-se realizar eletrocardiograma semanal e uma cuidadosa ausculta
cardiaca, diariamente, até o término do mesmo, sempre antes de cada infusdo, com o objetivo

de se detectar arritmias (BRASIL, 2014).

Além dos efeitos cardiotoxicos, os antimoniais podem causar também insuficiéncia
renal aguda ou elevagdo dos niveis séricos de uréia e creatinina e/ou outras manifestacoes de
nefrotoxicidade (CUCE et al., 1990; BALSAN; FENECH, 1992; SAMPAIO et al., 1997;
DIAMENT et al., 2003). Efeitos hepatotdxicos foram relatados nos trabalhos de Lawn et al.
(2005) e Lima et al. (2007) em pacientes que fizeram uso de compostos antimoniais. Em
animais tratados com antimoniais, esse efeito foi observado pelo aumento no nivel das
enzimas hepaticas fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase (AST) e aspartato

alaninatransferase (ALT) (ALKHAWAIJAH et al., 1992; KATO et al., 2014).
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Aumento nos niveis das enzimas pancredticas amilase e lipase sdo relatadas como
principais sinais de mais um efeito colateral associado ao tratamento com os antimoniais, a
pancreatite (BLUM et al., 2004; LAWN et al, 2005). A anemia, a leucopenia e a
plaquetopenia sdo reagOes hematoldgicas também descritas em pacientes tratados com

antimoniais (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; NAME et al., 2005).

Atividade embriotéxica do Glucantime® tém sido relatada por Alkhawajah et al.
(1997), que encontraram efeitos embriofetotoxicos apds tratamento via intramuscular nas
doses de 30, 100 ou 300 mg/Sb"/kg. Além disso, foi relatado por Paumgartten e Chahoud
(2001) o efeito embriotéxico em ratas apés administracdo de 300 mg/Sb" /kg. Corroborando
com esse estudo, Miranda et al. (2006) também observaram o mesmo efeito desse antimonial

em ratas tratadas com 150 mg Sb"/kg por via subcuténea.

Efeitos genotdxicos foram observados com os antimoniais. No trabalho realizado por
Hantson et al. (1996) linfécitos de sangue periférico de pacientes com leishmaniose visceral
foram tratados com uma dose total de 42,5¢ de Glucantime® por 15 dias e analisados quanto 2
presenca de aberracdes cromossdmicas do tipo trocas de cromadtides irmas e presenca de
micronticleos. Observou-se que houve um aumento de 8 a 9 vezes de células micronucleadas
quando comparadas ao controle negativo. Asakura et al. (2009) observaram que o antimdnio
apresentou-se genotoxico quando avaliado pelos testes Ames e aberracdo cromossdmica.
Lima et al. (2010) evidenciaram que o Glucantime® induz danos a0 DNA quando avaliados
em sistema in vivo. Lopez (2015) demonstrou que o Glucantime® foi capaz de causar danos

ao DNA de leucoécitos nas concentragdes 30, 40 e 50ug/mL quando avaliados por 72 horas.

2.4.2 Nao antimoniais: drogas de segunda escolha

Os graves efeitos toxicos, a ocorréncia de recidiva e resisténcia ou até mesmo
impossibilidade de uso do antimoniato de meglumina reforca a necessidade da utilizagdo de
outras drogas com acdo leishmanicida (RODRIGUES et al, 2006). Nesse sentido, o
tratamento passa a ser realizado pelas drogas de segunda escolha tais como, a anfotericina B,

pentamidina, paramomicina, miltefosine.

Anfotericina B desoxicolato € um antibidtico poli€nico que vem sendo utilizado desde

a década de 60 como tratamento de segunda escolha para leishmanioses. E usada
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predominantemente como uma droga antifingica, mas apresenta alta eficicia em cepas de
Leishmania resistentes aos antimoniais € em casos de leishmaniose mucocutanea e

leishmaniose visceral que ndo respondem ao tratamento com antimoniais (RATH et al., 2003;

CROFT et al., 2006; ORDONEZ-GUTIERREZ et al., 2007).

No entanto, a anfotericina B apresenta desvantagens, como administracdo parenteral
lenta, baixa capacidade de absorcdo gastrointestinal e caracteristica hidrofébica, podendo
também interagir em vias celulares de mamiferos, causando disfuncdes e apresenta elevada
toxicidade associada com graves efeitos adversos (febre e calafrios durante a infusio,
hipocalemia e queda do nivel de hemoglobina) sendo seu principal efeito colateral a
nefrotoxicidade. E contra-indicada em pacientes cardiopatas, hepatopatas e principalmente

nefropatas mas é a droga de primeira escolha no tratamento de gestantes (MOTTA;

SAMPAIO, 2012; ROY et al., 2012; BRASIL, 2014).

A pentamidina é uma diamina aromdtica que tem sido usada no tratamento de
leishmanioses hd mais de 40 anos principalmente para casos que ndo respondem ao
tratamento com os antimoniais. A administracdo € por via endovenosa trés vezes por semana e
apresenta alta toxicidade, com relatos de morte repentina. Dentre os principais efeitos
adversos ou colaterais, estdo a hipoglicemia, hipotensao, alteracdes cardioldgicas e
nefrotoxicidade, dor de cabeca, vOmitos, nduseas diabetes (BECKER et al., 1999;
ANDERSEN et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007).

A Paromomicina é um aminoglicosideo extraido de Streptomyces rimosus usado no
tratamento de doengas bacterianas e quando injetado em associagdo com Pentostam® mostrou
resultados satisfatérios no tratamento de leishmaniose visceral. Porém, a administra¢ao
parenteral ndo apresentou resultados satisfatorios no tratamento de leishmaniose cutinea
(SINGH e SIVAKUMAR, 2004), no entanto sua utilizacio em formulacdo tdpica no

tratamento de leishmaniose cutinea apresentou boa eficacia (SUNDAR; RAI, 2002).

Um grande avanco no tratamento da leishmaniose foi o desenvolvimento do
miltefosine (Impavido™™), que foi aprovada em 2002 como o primeiro medicamento
leishmanicida utilizado por via oral na India (MALTEZOU, 2010; DORLO et al., 2012). O
milefosine, um alquifosfolipideo, foi originalmente desenvolvido como uma droga para o

tratamento do cancer (CROFT e COOMBS, 2003) e sua agdo contra leishmaniose foi
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rapidamente reconhecida. Sua toxicidade ndo € tdo elevada, no entanto, é extremamente
teratogénica e em mulheres o tratamento € realizado em ndo gravidas que aceitem tomar

anticonceptivos durante e trés meses apds o término do tratamento (SOTO et al., 2004;

SUNDAR et al., 2012).

3. ESTRESSE OXIDATIVO

Quando a producdo de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de
acdo dos antioxidantes ocorre um desequilibrio na homeostase celular resultando no estresse

oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; RIBEIRO et al., 2008).

O oxigénio € uma molécula fundamental para os organismos aerdbios, utilizada na
producdo de energia através da cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias, onde 1-2%
do oxigénio € consumido e a sua completa reducdo a molécula de dgua -H,O gera diferentes
tipos de radicais livres, que sao atomos ou moléculas altamente reativos que apresentam um
ou mais elétrons desemparelhados na sua ultima camada de valéncia (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 2007; CIRCU; AW, 2010) (Figura 6).

e, 2H* e, 2H* e, H*

L—»o;._ L—»HzozL> HO" L—n:)l-l L—>|-|20

Figura 6: Reducdo do oxigénio molecular (O;) na mitocondria, até a formacao de dgua.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) englobam uma série de espécies radicalares,
tais como o anion superoxido (O;°) ou ndo radicalares (per6xido de hidrogénio -H»O,)
derivadas tanto do metabolismo de oxigénio (ROS) como também do nitrogénio (RNS),
representadas pelo 6xido nitrico (NO), diéxido de nitrogénio (NO5) e peroxinitrito (ONOO™)
e podem ser produzidas a partir de fontes enddgenas e exdgenas, tais como raios ultravioletas,
radiacdes ionizantes, quimioterdpicos e xenobidticos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007;
VASCONCELOS et al., 2007).
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O radical anion superéxido (0;) € formado pela reducdo do oxigénio por um tinico
elétron, ao contrario da maioria dos radicais livres tem baixa reatividade e a partir dele outros
ROS sdo formados. Sua reagdo principal € a dismutacdo, na qual se produz uma molécula de
peréxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio (BARREIROS et al., 2006). Tem
importancia vital para as células de defesa sendo gerado in vivo por fagdcitos ou linfécitos e
fibroblastos durante o processo inflamatério, para combater corpos estranhos. Os fagdcitos o
produzem com auxilio da enzima NADPH oxidase, que catalisa a reducido por um elétron do

O, com gasto de uma molécula de NADPH (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Por sua vez, o peréxido de hidrogénio (H,0;) produzido apds a reacdo de dismutacio
do anion superdxido € pouco reativo frente as moléculas organicas na auséncia de metais de
transicdo. No entanto, em uma reacdo catalisada por fons metlicos (Fe** ou Cu*?), conhecida
como reacdo de Fenton, o H,O, gera o radical hidroxila (OH-), que € altamente reativo
podendo causar dano em todos os tipos de biomoléculas, incluindo proteinas, lipidios e DNA
e ndo apresenta defesa enzimdtica especializada. O radical hidroxila pode também ser
formado pela interacdo do peréxido de hidrogénio com o radical superéxido através da reacao

de Haber-Weiss (ANDRADE JR et al., 2005; BARBOSA et al., 2010).

3.1 Defesa antioxidante

Defesas antioxidantes protegem a célula de danos causados pelas espécies reativas.
Assim, o termo antioxidante pode ser considerado como qualquer substancia que atrase,
previna ou remova o dano oxidativo de uma molécula-alvo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). Tais acdes podem ser alcancadas por meio de trés diferentes mecanismos de agdo:
sistemas de preven¢do, impedindo a formacdo dos radicais livres ou espécies nao-radicais;
sistemas varredores, que impedem a a¢do dos radicais livres formados e sistemas de reparo,
que atuam favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas biologicas lesadas

(CLARKSON; THOMPSON, 2000; KOURY; DONANGELO, 2003).

A defesa antioxidante € constituida pelos sistemas enzimaticos € ndo enzimaticos. O
sistema antioxidante enzimatico compreende as enzimas superdxido dismutase (SOD),

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), enquanto que os ndo enzimadticos incluem as
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vitaminas (A, C e E) e a glutationa (MA et al., 2008; LESGARDS et al., 2011; RAY et al.,
2012).

3.1.1 Defesa antioxidante enzimatica

A SOD tem papel fundamental na defesa do organismo contra ROS eliminando os
radicais superéxidos gerados constantemente pela respiracdo aerdbia, convertendo-os em O; e
H,0,. Possui trés isoformas, uma ligada aos fons cobre e zinco (CuZnSOD) presente no
citoplasma; a outra, ligada aos fons manganes (MnSOD) encontrada nas mitocondrias e a
terceira, ligada ao fon ferro, FeSOD exclusiva de tripanossomatideos (KINNULA; CRAPO,
2004; SCANDALIOS, 2005).

A catalase estd presente na maioria das células aerdbias e se encontra principalmente
nos peroxissomos, sendo mais ativa nos eritrocitos, figado, rins e musculo. E formada por
quatro subunidades, onde cada uma possui um grupo heme contendo ferro em seu sitio ativo.
Tem por funcdo principal realizar a dismutacdo do H,O, em H,O e O, (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999; HERMES-LIMA, 2004).

Por sua vez, a glutationa peroxidase catalisa a reducdo de hidroperéxidos, sendo
conhecida duas classes distintas dessa enzima, a saber: GPx selénio dependente, que é capaz
de reduzir peréxido de hidrogénio e uma variedade de outros hidroperéxidos e a GPx selénio
independente, que estd apta a reduzir qualquer hidroperéxido organico, exceto o perdxido de
hidrogénio e sdo chamadas de glutationa S-transferase. A acdo da GPx na redugdo do
perdxido de hidrogénio a 4gua ocorre através da conversao da glutationa reduzida (GSH) em
oxidada (GSSG). A recuperacdo da GSH ocorre mediante atuacdo de outra enzima, a
glutationa redutase, que catalisa a conversao de GSSG a GSH, utilizando o poder de reducao
do NADPH, para que o co-substrato possa ser novamente utilizado pela GPx (ARTUR, 2000;
DAUN; AKESSON, 2004; STAGSTED, 2006), conforme Figura 7.
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REACAO DE HABER-WEISS

HEOE + H,0,
2GSH NAPDP*

Gr

O’* 2H,0 EE56 NADPH

Figura 7: Integracdo dos sistemas de defesa enzimdtico. Adaptado de Barbosa et al., 2010.
SOD- superéxido dismutase; CAT- catalase; GPx- glutationa peroxidase; GSH- glutationa;
GSSG- glutationa oxidada; Grd- glutationa redutase.

3.1.2 Defesa antioxidante nao enzimatica

O sistema antioxidante nao—enzimatico, inclui especialmente, os compostos
antioxidantes de origem dietética tais como o &4cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E) que sao considerados excelentes antioxidantes capazes de seqiiestrar os radicais
livres com grande efici€ncia; e os de origem enddgena, a glutationa (GSH) (BERRA et al.,

2006; VALKO et al., 2006).

O acido ascorbico, conhecido como vitamina C, € uma vitamina hidrossolivel obtida
por meio da dieta, comumente encontrado em nosso organismo na forma de ascorbato e
desempenha papéis fundamentais no organismo humano, tais como atuar no metabolismo da
tirosina, dcido félico e triptofano; sintese de carnitina, formag¢do de neurotransmissores e
absorcdo de ferro (Figura 8) (IQBAL et al., 2004; DUARTE; LUNEC, 2005). Além disso, o
acido ascorbico € um poderoso agente redutor e a excepcional facilidade com que essa
vitamina € oxidada faz com que ela funcione como um bom antioxidante sendo capaz de

proteger outras espécies quimicas de possiveis oxida¢des (FIORUCCI et al., 2003).

Propriedades pré-oxidantes também tem sido relacionada ao dcido ascorbico, visto que

. 2 1 Lot . A .
na presenga de fons Fe™ e Cu ™ reagem com o peréxido de hidrogénio gerando o radical
hidroxila. Indiretamente, o ascorbato pode induzir as reacOes de radicais livres. Porém, em

situacdo normal, o ferro encontra-se, na maior parte do tempo, ligado a proteinas de transporte
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ou armazenamento, como a ferritina e transferrinae por isso, as propriedades antioxidantes do
acido ascorbico superam suas propriedades pré-oxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990; DUARTE; LUNEC, 2005).

CH,OH
|
HOCH O 0

HO OH

Acido Ascorbico

Figura 8: Estrutura molecular do acido ascérbico. Adaptado de Fiorucci et al., 2003.

A vitamina E (a — tocoferol) é classificada como lipossolivel e estd presente nas
membranas bioldgicas (Figura 9). Contém em sua estrutura um grupo hidroxila através do
qual reage com elétrons desemparelhados e tem como principal funcdo conferir protecao a
membrana celular por atuar como quelante dos oxidantes produzidos durante a
lipoperoxidagio. E um scavenger de radicais peroxil, sendo o mais importante inibidor de
radicais livres nas reagdes de lipoperoxidacao em animais (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999; NORDBERG; ARNER, 2001).

CH;
CHy CH, CHy CH,
CHy
HO
CHy

Figura 9: Estrutura molecular da vitamina E. Adaptada de Bjorneboe et al., 1990.

A glutationa (GSH) € um tripeptideo composto por glutamato, cisteina e glicina

presente em todos os mamiferos, sendo considerado o principal tidl intracelular ndo protéico e
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atua na detoxificacdo dos peréxidos de hidrogénio, per6xidos organicos e radicais livres, na
homeostase tidlica, na manuten¢cdo do balanco redox da célula (Figura 10) (REISCHL et al.,
2007; HUBER et al., 2008). Além disso, a GSH ¢ um dos principais participantes na
detoxificacdo de xenobidticos através da sua conjugacdo com agentes eletrofilicos, uma
reacdo catalisada pela enzima glutationa S-transferase (GST) e também € capaz de regenerar

as suas formas reduzidas os antioxidantes, vitamina C e E (RINALDI et al., 2002).

A funcdo antioxidante da GSH depende primariamente do seu papel como um
componente das vias enzimaticas que a célula possui contra ROS, sendo substrato para a
enzima glutationa peroxidase (GPx) na detoxificacdo de per6xidos organicos e de hidrogénio
e pode ser encontrada no interior da célula em duas formas: oxidada (GSSG) ou reduzida
(GSH), sendo que a manuten¢do da razdo GSH:GSSG € um dos fatores determinantes do

estado redox intracelular Em situacdes normais a GSSG representa apenas uma pequena

fracdo da glutationa total (menos de 10%) ( JONES, 2002; TOWNSEND et al., 2003).
CO;

H 0
- M -
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Figura 10: Estrutura molecular da glutationa. Adaptada de Huber et al., 2008.
3.2 Danos oxidativos causados pelas ROS
3.2.1 Dano a proteinas

Carbonilagdo é uma modificagdo protéica irreversivel e ndo enzimdtica, na qual
grupamentos carbonila s3o introduzidos nas proteinas causando mudangas conformacionais,
levando a degradacdo dessas moléculas ou ainda conduzindo-as a apoptose. Proteinas
carboniladas atuam como biomarcadores de dano oxidativo em proteinas (Figura 11)

(STADTMAN; LEVINE, 2003; DALLE-DONNE et al., 2003).
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Figura 11: Possiveis efeitos da carbonilacdo de proteinas. Adaptada de Dalle-Donne et al.,
2006.

Os grupos carbonil (CO) sdao produzidos nas proteinas pela oxidacdo da cadeia lateral
de diversos aminodcidos, especialmente prolina, arginina, lisina e treonina; pela clivagem
oxidativa das proteinas tanto por o amidagdo quanto por oxidacdo das cadeias laterais do
glutamato e também pela reacdo secundaria das cadeias laterais nucleofilicas de cisteina,
histidina e lisina com aldeidos produzidos na lipoperoxida¢do (DALLE-DONNE et al., 2003;
RUTKOWSKA et al., 2005).

As proteinas carboniladas possuem uma grande vantagem sobre a peroxidacdo lipidica
como biomarcadores de estresse oxidativo por serem geralmente mais estdveis. Elas podem

circular no sangue por periodos de tempo mais longo, quando comparada com a glutationa

dissulfeto (GSSH) e malondialdeido (PANTKE et al., 1999).

3.2.2 Dano a lipidios

A lipoperoxidacdo é o processo pelo qual as ROS atacam os 4cidos graxos

poliinsaturados das membranas provocando assim alteragdes na sua estrutura e
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permeabilidade, como perda de seletividade na troca idonica e liberacdo do conteddo das
organelas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A espécie iniciadora mais importante da
lipoperoxidacdo € o radical hidroxila, que interage com é4cido graxo insaturado da membrana
e sequestra um atomo de hidrogénio de um grupo metileno resultando na formac¢do de um
radical lipidico (L*) que pode reagir rapidamente com o oxigénio e formar um radical lipidico

peroxila (LOO*) (GUARATINI et al., 2007).

Apos essa etapa, tem inicio a fase de propagacdo na qual o radical lipidico peroxila
sequestra um novo hidrogénio do 4cido graxo insaturado, formando novamente o (L°) (LIMA
e ABDALLA, 2001). A terceira e ultima etapa da lipoperoxidacdo, a fase de terminacdo,
ocorre quando os radicais livres (L* e LOO*®) produzidos se combinam e formam um composto
estavel ou existe a acdo de antioxidantes sobre eles (Figura 12) (FERREIRA; MATSUBARA,
1997, ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

LH+OH—» L'+ H,O Iniciacdo
L* +0,-»L00° Propagacio
LH+LOO* 5L1L* +LOOH Propagacio

LOO* +L' ,LOOL Terminacio
LOO® +LOO* -LOOL+0, Terminagio

Figura 12: Etapas da peroxidagdo lipidica. Fonte: Ferreira e Matsubara, 1997.

Tem-se que um dos produtos mais bem conhecidos da lipoperoxidagao € o
malondialdeido (MDA), um composto estdvel que é utilizado como marcador direto de
estresse oxidativo. O principal método utilizado € a reacio do MDA com o dacido
tiobarbiturico (TBA), formando um complexo colorido que pode ser quantificado por

espectrofotometria ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CARVALHO et al., 2012).

3.2.3 Dano ao DNA

A inducdo de danos oxidativos nas bases do DNA ocorre a partir da sua reagdo com
ROS. O dano oxidativo provocado pelos radicais livres no DNA pode ocorrer de forma direta,

pela oxidacgdo especifica das bases nitrogenadas ou por quebras em uma das cadeias do DNA
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(quebras simples- SSB “single strand break™) ou quebras simples em posi¢cdes simétricas nas
duas cadeias de DNA (quebras duplas — DSB “Double strand break’) (DIZDAROGLU, 2012;
BERRA et al., 2006).

De acordo com Dizdaroglu (2012), em condicdes fisiolégicas, O, e H,O, possuem
reatividade muito baixa e reagem pouco com a maioria das biomoléculas, tais como DNA
enquanto que os radicais hidroxila, formados a partir de reacdes enzimdticas ou com metais de
transi¢cdo, sdo altamente reativos com biomoléculas e pode causar danos a todos os

componentes do DNA.

Todas as bases nitrogenadas sdo suscetiveis a oxidacdo e mais de 20 diferentes tipos
de danos nas bases do DNA foram identificados apds a exposicdo dessa biomolécula as
diversas formas de estresse oxidativo (SLUPPHAUG et al., 2003). No entanto, a oxidacdo da
guanina (8-0x0G) é a mais abundante e caracterizada lesdo no DNA ocasionada por ROS pois
exibe o menor potencial de ionizacdo entre as bases nitrogenadas (COLLINS et al., 2004;

DAVID et al., 2007).

Na oxidacdo da guanina o radical hidroxila (OH °) interage com a guanina resultando
na modificacdo do nitrogénio 7 e do carbono 8 do anel da guanina para formar
posteriormente, a 8-0xoG (Figura 13) (SLUPPHAUG et al., 2003). Tém grande importancia
bioldgica pois devido a esta modificacdo, a 8-0xoG na sua conformacao syn tem habilidade de
mimetizar funcionalmente a timina formando um par estavel com a adenina, possibilitando
assim causar emparelhamento erroneo, gerando uma transversdo de CG para AT (BERRA et
al., 2006; DAVID et al., 2007). Além disso, quando ocorre a formagao de muitas lesdes 8-
0x0G no DNA e as mesmas encontram-se muito préximas uma das outras, a capacidade de

reparo da célula pode ndo ser suficiente.

o)
H
HN I N\> ROS j‘\JINFO
H-‘,N*\N NH gt B "
guanina 8-0x0G

Figura 13: A base 8-0xoG formada a partir da oxida¢do da guanina pela acdo de ROS.
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3.2.3.1 Mecanismo de reparo no DNA

A célula apresenta diferentes mecanismos de reparo para evitar a fixacdo dos danos no
DNA e dentre estes, o reparo por excisao de bases (Base Excision Repair - BER) € a via de
reparo para lesdes ao DNA por agentes oxidativos. Esta via pode ser resumida em quatro
etapas: reconhecimento e remoc¢do da base modificada ou mal-pareada, excisdo do sitio
abdsico (apurinico-apirimidinico, AP), preenchimento do gap de DNA e religamento da fita

reparada (ROBERTSON et al., 2009).

O reconhecimento e remogdo da base danificada é catalisado por uma enzima
chamada DNA glicosilase, especifica para a base modificada a ser reparada. A segunda etapa
¢ a formacdo do sitio abasico AP (apurinico/apirimidinico) pela acdo de uma AP
endonuclease ou AP liase, visto que as enzimas DNA glicosilases podem ser monofuncional,
atuando apenas na remog¢do da base modificada e deixando um sitio AP ou bifuncional, que
possui além da sua atividade de glicosilase, a atividade de liase. O gap gerado é re-sintetizado
pela incorporagdo de nucleotideos pela enzima DNA polimerase e em seguida, a ligacdo de
novos nucleotideos na molécula de DNA ¢ realizado pela DNA ligase (SLUPPHAUG et al.,
2003; BAUTE; DEPICKER, 2008, WILSON III et al., 2011).

A via de reparo a 8-0xoG em eucariotos é composta pelas enzimas OGG1, MUTYH
e MTHI. A enzima 8-oxoguanina glicosilase (OGGI1), € uma DNA glicosilase bifuncional
que reconhece e remove especificamente a lesdo 8-0xoG quando pareada a citosina. Contudo,
se o DNA se replicar antes do reparo, a adenina poderd ser incorporada frente a 8-0xoG e
nessa etapa, a MUTYH, atua removendo adenina incorporada de forma errdonea na fita de
DNA recém -sintetizada. Os passos subsequentes do processamento seguem como ja
descritos anteriormente. A enzima MTHI, previne a incorporagdo de 8-0xoG na fita de DNA
recém sintetizada, pois sdo capazes de hidrolisar o nucleotideo mutagénico- 8-oxodGTP- a 8-
0xodGMP e dessa forma, ndo pode ser incorporado na sintese de DNA e nem sofrer uma nova

fosforilagdo (Figura 14) (BARNES; LINDAHL, 2004; DAVID et al., 2007).
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Figura 14: Vias de reparo da 8-hidroxiguanina pela acdo das enzimas MTHI1, OGGI1 e
MUTYH. Fonte: Adaptada de Shinmura et al., 2012.

4. Ensaios de Genotoxicidade e mutagenicidade

Os radicais livres, assim como diversos compostos naturais ou medicamentos, podem
interagir com o DNA causando danos. Os danos podem ser eliminados pelo sistema de reparo
do DNA ou podem persistir, havendo fixacdo de mutacdes. Para acessar os efeitos
genotdxicos e mutagénicos de indmeros compostos, os testes do cometa e do micronidcleo
estdo bem estabelecidos e indicam a extensdo e gravidade da interacdo dos compostos

estudados com DNA (WONG et al., 2005; ASARE et al., 2012).

4.1 Ensaio Cometa

O ensaio detecta alteragdes primdrias no DNA ainda possiveis de serem eliminadas
pelo sistema de reparo. Essas alteracdes, chamadas de danos genotdxicos, podem ou nio ser
fixadas no DNA resultando em uma mutagdo. O ensaio tem sido utilizado com sucesso na
avaliagdo das interagdes entre antioxidantes e compostos genotoxicos (GROTO et al., 2009;

ANGELI et al., 2010).
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Basicamente existem dois protocolos principais para a execucdo do teste: a versao
neutra, conforme o método original aprimorado por Ostling e Johanson em 1984, no qual se
utiliza eletroforese em tampao de pH entre 7 e 8 para detec¢do de quebras duplas nas fitas de
DNA e ligacdes cruzadas DNA-DNA, DNA-proteina, DNA-xenobiético (OSTLING;
JOHANSON, 1984); e a versdo alcalina, que realiza eletroforese em pH maior que 13,
desnaturando o DNA, podendo detectar quebras de fita dupla, fita simples, sitios dlcali-labeis,
sitios de reparo por excisdo incompletas, danos oxidativos em bases do DNA, crosslinks em
DNA-DNA, DNA-proteina e DNA-xenobiético (BOLOGNESI et al., 2004; WITTE et al.,,
2007).

O principio desse interessante ensaio leva em conta o comportamento do DNA em
células individualizadas e sua organizacdo no nucleo celular. Para a realizacdo do ensaio, as
células sdo embebidas em agarose, suas membranas sao rompidas com uso de detergentes em
pH alcalino e as proteinas nucleares sdo removidas com uso de altas concentracdes salinas.
Dessa maneira, em lamina resta apenas o nucleéide que permanece integro. Quando a lamina
€ submetida ao campo elétrico, o DNA do nucledide migra no gel de acordo com seu
tamanho. Os fragmentos pequenos migram com uma velocidade maior que a matriz nuclear.
Assim, as células com DNA danificado formam, apds a migra¢do, um aspecto de um cometa e
a extensao da migracdo correlaciona-se diretamente com a quantidade de dano ocorrido
(Figura 15) (TICE et al., 2000; LEE; STEINERT, 2003; COLLINS, 2004; BURLINSON et
al., 2007).

Figura 15: Fotomicrografia obtidas de células de sangue periférico de camundongo em
andlise em microscopio de fluorescéncia. A- nucledides sem migracdo do DNA; B- nucledide
com cauda. Fonte: Arquivo Laboratorio de Genética e Biologia Molecular (LabGeM).



30

O ensaio cometa fornece uma informacdo um pouco limitada a respeito do dano ao
DNA, uma vez que ndo € possivel distinguir entre os efeitos diretos do agente genotdxicos e
os efeitos indiretos, como o dano oxidativo. Entretanto, nesse caso, o tratamento dos
nucleiédes com enzimas de reparacio de DNA antes da eletroforese permite a identificacdo
do tipo de dano especifico causado, o que torna esse ensaio uma poderosa ferramenta na
elucidacdo dos mecanismos genotéxicos (SAUVAIGO et al., 2002; GIONAVELLI et al.,
2003). As enzimas mais empregadas estdo envolvidas na remoc¢do de danos oxidativos, como
a endonuclease III (Endo IIT) e a formamidopirimidina DNA- glicosilase (Fpg), que detectam

pirimidinas e purinas oxidadas, respectivamente (MEDINA et al., 2008; VIAU et al., 2009).

O ensaio cometa pode ser realizado tanto in vifro como in vivo e as suas vantagens
incluem a aplicabilidade em diferentes 6rgdos, sensibilidade na deteccao de baixos niveis de
lesdes, andlise de pequeno niimero de células por amostra, facil execucgao, curto periodo para
conclusdo dos experimentos e custo relativamente baixo (SINGH et al., 1988; TICE et al.,

2000).

4.2 Teste do micronucleo

Entre os mais bem estabelecidos ensaios citogenéticos destaca-se o teste do
microntcleo, sendo internacionalmente aceito como parte da bateria de testes recomendados

para avaliacdo do potencial mutagénico, para o registro de novos produtos quimicos que

entram no mercado mundial (FENECH, 2000; RESENDE et al., 2007).

Microntcleos sdo estruturas que medem de 1/3 a 1/5 do tamanho do nicleo, contidas
por envoltorio nuclear e que apresentam material cromatidico distribuido de forma similar ao
do nicleo. Sdo formados durante a teléfase da mitose, quando o envelope nuclear é
reconstituido ao redor dos cromossomos das células filhas. Sdo resultantes de fragmentos
cromossOmicos acéntricos ou de cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nucleo
principal. Assim, o micronicleo representa perda de cromatina em consequéncia de dano
cromossOmico estrutural (fragmento) ou dano no aparelho mitético revelando, portanto, a

acdo de agentes clastogénicos e aneugénicos (SCHMID, 1975; FENECH, 2000).
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E importante ressaltar que os microniicleos sio formados durante a mitose,
independentemente do tipo de dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os danos no DNA
causados, por exemplo, pela exposicdo a agentes mutagénicos, somente Sa0 expressos em
micronicleos apds um ciclo de divisdo celular, sendo dependentes da propor¢do de células

que estdo se dividindo (FENECH et al., 1999).

Este teste foi inicialmente desenvolvido em eritrécitos de medula 6ssea de
camundongos e a presenca de (MN) € analisada em eritrécitos policromaticos (PCE,
eritrocitos jovens) de medula 6ssea, mas pode, também, ser analisada em eritrdcitos
normocromaticos (NCE, eritrécitos maduros). Os animais sdo expostos a substancia teste pela
via mais adequada e sacrificados em tempos apropriados apds o tratamento, para a coleta da
medula dssea. As preparagdes celulares sdo coradas com Giemsa e analisadas para a presenca

de microndcleos (Figura 16) (RIBEIRO et al., 2003).

o
0.0 0
o
@ -~ @

O ¢

Figura 16: Eritrécito normacromatico (1) e eritrécito policromatico micronucleado (2). Fonte:
Arquivo Laboratério de Genética e Biologia Molecular (LabGeM).
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5 HIPOTESE

O antileishmanial Glucantime® induz danos ao DNA de células de mamiferos
infectados por Leishmania por meio da geracdo de espécies de oxigénio, os quais disparam

mecanismos moleculares de resposta celular ao estresse oxidativo.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Investigar o mecanismo pelo qual o antileishmanial Antimoniato de Meglumina
(Glucantime®) causa danos ao DNA em células de animais infectados por Leishmania

(Leishmania) infantum.

6.2 Objetivos especificos

- Determinar se o potencial genotéxico do Glucantime® esté relacionado com a oxidagdo de
bases puricas e pirimidicas do DNA.

- Analisar os efeitos do antimonial Glucantime® sobre a atividade de enzimas de defesa

antioxidante.
- Avaliar o potencial mutagénico do Glucantime® em camundongos infectados.

- Avaliar a resposta celular ao tratamento com o Glucantime® no que diz respeito ao sistema

de reparo do DNA.

- Avaliar a resposta celular ao tratamento com o Glucantime® no que diz respeito ao sistema

de defesa antioxidante.

- Avaliar o efeito modular do 4cido ascérbico sobre os danos genéticos induzidos pelo

Glucantime®.
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7 RESULTADOS

7.1 CAPITULO I: Meglumine Antimoniate (Glucantime) Causes Oxidative Stress-Derived
DNA Damage in BALB/c Mice Infected by Leishmania (Leishmania) infantum
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Causes Oxidative Stress-Derived DNA
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ABSTRACT Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by >20 species of
the protozoan parasite Leishmania. Meglumine antimoniate (Glucantime) is the first-
choice drug recommended by the World Health Organization for the treatment of
all types of leishmaniasis. However, the mechanisms of action and toxicity of penta-
valent antimonials, including genotoxic effects, remain unclear. Therefore, the mech-
anism by which meglumine antimoniate causes DNA damage was investigated for
BALB/c mice infected by Leishmania (Leishmania) infantum and treated with meglu-
mine antimoniate (20 mg/kg for 20 days). DNA damage was analyzed by a comet
assay using mouse leukocytes. Furthermore, comet assays were followed by treat-
ment with formamidopyrimidine-DNA glycosylase and endonuclease lll, which re-
move oxidized DNA bases. In addition, the activities of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx) in the animals’ sera were assessed.
To investigate mutagenicity, we carried out a micronucleus test. Our data demon-
strate that meglumine antimoniate, as well as L. infantum infection, induces DNA
damage in mammalian cells by the oxidation of nitrogenous bases. Additionally, the
antileishmanial increased the frequency of micronucleated cells, confirming its muta-
genic potential. According to our data, both meglumine antimoniate treatment and
L. infantum infection promote oxidative stress-derived DNA damage, which pro-
motes overactivation of the SOD-CAT axis, whereas the SOD-GPx axis is inhibited
as a probable consequence of glutathione (GSH) depletion. Finally, our data enable
us to suggest that a meglumine antimoniate regimen, as recommended by the
World Health Organization, would compromise GPx activity, leading to the satura-
tion of antioxidant defense systems that use thiol groups, and might be harmful to
patients under treatment.

KEYWORDS antileishmanial, antimony, genotoxicity, mutagenicity, antioxidant
enzymes

eishmaniasis is a neglected tropical disease caused by >20 species of the protozoan
parasite Leishmania (Trypanosomatidae), which are transmitted by infected female
phlebotomine sandflies. Wild and domesticated animals, and humans themselves, can
act as reservoirs of infection. There are three main forms of the disease: (i) cutaneous
leishmaniasis (CL), the most common form, which causes skin lesions; (i) mucocuta-
neous leishmaniasis (MCL), which leads to partial or total destruction of mucous
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membranes; and (iii) visceral leishmaniasis (VL), which is fatal if not treated appropri-
ately. It is characterized by irregular fever, weight loss, enlargement of the spleen and
liver, and anemia (1).

In 2014, >90% of new leishmaniasis cases occurred in six countries: Brazil, Ethiopia,
India, Somalia, South Sudan, and Sudan. In fact, visceral leishmaniasis is widely distrib-
uted around the world and is a public health problem in 88 countries. Moreover, 310
million people are at risk of infection in six countries that report >90% of VL cases
worldwide. Recent epidemiological data show that of the 25 countries with high
leishmaniasis burdens, 13 have high burdens of VL only, 11 have high burdens of
CL only, and 1 (Brazil) has high burdens of both VL and CL. Although many people
have asymptomatic infections in areas of VL endemicity, the risk of developing active
infection is dramatically increased for HIV-positive patients (2).

Meglumine antimoniate (Glucantime) is a pentavalent antimony (Sb¥) recommended by
the World Health Organization as the first-choice drug for the treatment of all types of
leishmaniasis; the maximum dose recommended is 20 mg/kg of body weight/day
via the intramuscular route, although many side effects are still reported. The most
frequently reported clinical adverse effects are musculoskeletal pain, nausea, vom-
iting, diarrhea, abdominal pain, headache, anorexia, asthenia, fatigue, fever, exan-
thema, erythema, and urticaria. Moreover, patients may develop cardiac, liver, and
kidney complications, usually at the end of the treatment (3). Recently, the occurrence
of patients with drug resistance has been reported more often, and death by bleeding
in northeastern Brazil (e.g., in Maranhdo State) has been reported (unpublished data).

Although pentavalent antimonials have been used for >6 decades, the pharmaco-
logical and toxicological mechanisms involved in their action remain unclear. Berman
et al. (4) and Demicheli et al. (5) proposed that this drug interferes with the bioenergetic
process of Leishmania amastigotes, forming stable complexes with ribonucleosides,
which interfere with the parasite’s fatty acid B-oxidation and glycolysis, promoting the
depletion of intracellular ATP levels. Another hypothesis suggests that SbY acts as a
prodrug that is transformed into the more toxic trivalent form (Sb") to exert its antileish-
manial activity (6-9). In fact, some studies indicate that Sb"' production in vivo is
responsible for both therapeutic activity and antimony toxicity (10-12). Furthermore,
we have confirmed this hypothesis by showing that meglumine antimoniate causes
DNA damage in vivo but not in vitro. This suggests that SbY is a promutagen that
requires metabolization to exert its mutagenic action (13).

There is evidence that Sb'" has the ability to change the cellular redox potential,
leading to intracellular thiol efflux and trypanothione reductase inhibition (8, 9, 14).
Furthermore, studies have shown that antimonial compounds increase levels of reac-
tive oxygen species (ROS)/reactive nitrogen species (RNS), altering enzyme activities
related to the antioxidant defense system (15-17).

Considering our previous reports that demonstrated the capacity of meglumine
antimoniate to induce mutations in vivo (13), the frequency of which was reduced by
antioxidant isoflavones (18), in the present study we investigated whether the muta-
genic effect of meglumine antimoniate is related to its ability to promote oxidation in
DNA nitrogenous bases by oxidative stress.

RESULTS

Leishmania infection and meglumine antimoniate cause genomic damage by
the oxidation of DNA bases. Figure 1A and B present the frequencies of nucleoid
classes observed in peripheral blood leukocytes from BALB/c mice infected with Leishmania
infantum and/or treated with meglumine antimoniate, as determined by conventional
comet assays and by comet assays followed by digestion with formamidopyrimidine-DNA
glycosylase (Fpg) and endonuclease Il (Endo Ill). The distribution of nucleoids in all
experimental groups, infected or uninfected, receiving meglumine antimoniate differed
from that in the negative-control group such that classes with higher damage scores
appeared. This new distribution of damage classes is reflected in the DNA damage
scores (Fig. 1C). In the conventional comet assay (Fig. 1A), G1 animals, which were infected
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FIG 1 (A and B) Frequencies of nucleoid classes in peripheral blood leukocytes from different groups of BALB/c mice infected
with Leishmania (Leishmania) infantum and treated with meglumine antimoniate (n, 5 per group), observed by use of a
conventional comet assay (A) or by a comet assay followed by Fpg and Endo Il digestion (B). (C) DNA damage scores
(means + standard deviations) for different groups. NC, negative control (saline); G1, animals infected with Leishmania
(Leishmania) infantum for 65 days; G2, uninfected animals treated with meglumine antimoniate for 20 days (20 mg/kg/day);
G3, infected animals receiving meglumine antimoniate for 20 days (20 mg/kg/day). Asterisks indicate statistical differences (*,

P < 0.05; **, P < 0.001; ***, P < 0.0001) by ANOVA followed by a Tukey test.

but not treated with the antimonial, presented a higher damage score (1.08 = 0.21) than
negative-control animals (0.35 = 0.08) (P < 0.01), showing that infection per se was
capable of causing DNA damage. Similarly, G2 animals, which were not infected but
received meglumine antimoniate at 20 mg/kg/day for 20 days (the same prescription
recommended for humans), showed significant increases in genomic lesions (1.31 =
0.36) over the negative-control group (P < 0.01), confirming the genotoxic effect of
meglumine antimoniate. In addition, score data showed that infection and meglu-
mine antimoniate cause similar levels of DNA damage (P > 0.05). Moreover, infected
animals treated with meglumine antimoniate for 20 days (G3) also presented a damage
score (0.84 £ 0.17) significantly different from that of negative-control animals (P <
0.05). However, G3 animals presented DNA damage scores lower than those of unin-
fected animals receiving meglumine antimoniate. On the other hand, their damage
scores did not differ from those of G1 animals, which had only Leishmania infection.

After enzymatic digestion, no class 0 nucleoids were observed in any of the experimen-
tal groups (Fig. 1B). Moreover, the frequencies of the higher-damage classes (classes 3
and 4) increased dramatically (Fig. 1B), revealing higher damage scores than those
obtained by the conventional comet assay (Fig. 1C). This increase in DNA damage after
the action of Fpg and Endo Ill enzymes suggests that Leishmania infection per se, as well
as meglumine antimoniate, causes genomic damage by the oxidation of DNA bases.

Meglumine antimoniate increases the frequency of mutations. Cytotoxicity was
determined by calculating the ratio of polychromatic erythrocytes (PCE) to normochro-
matic erythrocytes (NCE) using 1,000 erythrocytes per animal. None of the groups
treated with meglumine antimoniate showed any difference in cytotoxicity from the
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TABLE 1 Frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes and PCE/NCE ratio in
the bone marrow of BALB/c mice infected with Leishmania (Leishmania) infantum

Group? %o MnPCE (mean no. per animal)® PCE/NCE ratio©
NC 23 (3.0) A 1.04

G1 76 (9.2) AB 0.94 (NS)

G2 104 (15.2) B 1.09 (NS)

G3 105 (15.0) B 1.07 (NS)

aNC, negative control (saline); G1, animals infected with L. infantum for 65 days; G2, uninfected animals
treated with meglumine antimoniate for 20 days (20 mg/kg/day); G3, infected animals receiving meglumine
antimoniate for 20 days (20 mg/kg/day).

®MnPCE, micronucleated polychromatic erythrocytes detected per group. There were 5 animals per group,
and 2,000 erythrocytes per animal were tested, for a total of 10,000 erythrocytes per group. Different letters
indicate statistical differences by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn'’s test (H = 13.9055; P = 0.0030).
°PCE, polychromatic erythrocytes; NCE, normochromatic erythrocytes; NS, not significant (there is no
difference from the result for the negative control).

negative-control group (Table 1). With regard to mutagenicity, there was no difference
between the infected group (G1) and the negative-control group, indicating that the
infection per se is not capable of causing mutations. On the other hand, all groups
receiving meglumine antimoniate (G2 and G3) presented a higher frequency of micro-
nucleated cells than did the negative-control group. In addition, there was no differ-
ence between uninfected (G2) and infected (G3) animals treated with meglumine
antimoniate for 20 days (Table 1).

Meglumine antimoniate interferes with the activities of antioxidant enzymes.
To further assess the animals’ serum antioxidant defense statuses, the activities of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx) were
determined. Leishmania infection (G1) increased the level of SOD activity over that in
negative-control mice, and this effect was potentiated by meglumine antimoniate
treatment (G2 and G3) (Fig. 2A). Similarly, in all experimental groups, CAT activity was
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FIG 2 Activities of the antioxidant enzymes (means + standard deviations) superoxide dismutase (A),
catalase (B), and glutathione peroxidase (C). NC, negative control (saline); G1, animals infected with L.
infantum for 65 days; G2, uninfected animals treated with meglumine antimoniate for 20 days (20
mg/kg/day); G3, infected animals receiving meglumine antimoniate for 20 days (20 mg/kg/day). Different
letters above the bars indicate statistical differences (P < 0.05) determined by ANOVA followed by a

Newman-Keuls test.
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significantly increased over that for the negative control, but no difference was found
among experimental groups (Fig. 2B). On the other hand, GPx activity was significantly
reduced in all experimental groups from that in the negative-control group (Fig. 2C). In
this case, meglumine antimoniate per se (G2) apparently caused less of a reduction in
GPx activity than infection (G1). Hence, this set of data emphasizes that both Leishma-
nia infection and meglumine antimoniate treatment disturb the serum redox balance,
which, in turn, distinctly modulates the activity of antioxidant enzymes.

DISCUSSION

Previously, our group demonstrated the genotoxic effects of meglumine antimoni-
ate on the DNA of uninfected Swiss mice receiving a single dose of the drug (13), as well
as the ability of antioxidants to prevent these effects (18). Based on those findings, this
study was conducted on BALB/c mice infected with Leishmania (Leishmania) infantum
in order to investigate the mechanism by which meglumine antimoniate causes DNA
lesions.

Our results, presented here, demonstrated the ability of meglumine antimoniate (20
mg/kg/day) given for 20 days to cause DNA damage in mice, confirming the results
obtained by Lima et al. (13), who demonstrated that meglumine antimoniate induces
genomic instability in vivo but not in vitro, suggesting that meglumine antimoniate is
a promutagen. These data support the “prodrug model of antimony action” proposed
by Goodwin and Page (19), who firstly suggested that the pentavalent antimony is
converted into the more toxic trivalent form to exert its antileishmanial activity. Sereno
et al. (20) also demonstrated the ability of Sb"' at low concentrations to induce DNA
fragmentation in Leishmania infantum amastigotes.

To elucidate how meglumine antimoniate interacts with DNA, we carried out a
comet assay followed by enzymatic digestion. This assay is based on the fact that the
bacterial enzymes formamidopyrimidine-DNA glycosylase (Fpg) and endonuclease Il
(Endo ll) recognize different types of oxidative damage. Fpg is specific for oxidized
purines, including 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua), 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidine (FaPyGua), and 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine (FaPyAde)
and other ring-opened purines. Endo Il recognizes oxidized pyrimidines, including
thymine glycol and uracil glycol. Consequently, both enzymes have been used as
biomarkers of DNA damage caused by oxidative stress (21-24). Our results showed that
enzymatic digestion further increased genomic lesions caused by meglumine antimo-
niate, suggesting that DNA damage was induced by the oxidation of the nitrogenous
bases of DNA. This result is consistent with the fact that Sb'"" is a borderline metal ion
with a high affinity for nitrogen- and sulfhydryl-containing ligands (25). Our results also
support the findings of Cantanhéde et al. (18), who showed that soybean isoflavone, a
potent antioxidant, was able to reduce the genetic damage caused by meglumine
antimoniate.

ROS/RNS cause damage to cell macromolecules, including lipids, proteins, and DNA.
Cavallo et al. (26) demonstrated the occurrence of oxidative DNA damage in workers
exposed to antimony trioxide. It was also shown that Sb"' increases OH~ and H,0,
levels, inducing apoptosis through an increase in ROS levels (27, 28). Other studies
suggest that both arsenic and antimony are responsible for inducing oxidative stress
through the depletion of reducing agents, such as glutathione (GSH) (29, 30). More
recently, Bento et al. (17) demonstrated that meglumine antimoniate causes protein
carbonylation in the heart, spleen, and brain, besides lipid peroxidation in the livers and
brains of CF-1 mice. Additionally, Kato et al. (31) reported higher peroxidase enzyme
activity in animals treated with meglumine antimoniate. Hence, our data support the
idea that the toxicity of antimonials is related to the production of reactive oxygen
species.

Our data also revealed that L. infantum infection per se induces genomic lesions.
Other studies reported that parasites such as Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii,
and Opisthorchis viverrini also induce DNA damage (32-35). Our results are also con-
sistent with those of Kocyigit et al. (36) and de Oliveira et al. (37), who observed DNA
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damage in patients with cutaneous leishmaniasis and in mice infected by Leishmania
chagasi, respectively. These authors related the genotoxic effect to elevated NO gen-
eration during the control of Leishmania infection through the process known as the
“oxidative burst,” causing DNA damage in host cells by nitrative and oxidative lesions.
Our data confirmed this hypothesis once we demonstrated that infection with L. infantum
causes genomic instability through the oxidation of DNA bases.

Considering that the comet assay detects genomic lesions, we carried out a micro-
nucleus test to determine whether these primary lesions caused by oxidative damage
would be fixed through DNA repair mechanisms. Our data showed that Leishmania
infection itself was not able to increase the frequency of micronucleated cells over that
for the negative control, revealing that although the infection has genotoxic action, it
does not induce mutations. Accordingly, the DNA repair system was able to remove
oxidized bases induced by Leishmania infection. On the other hand, there was a higher
frequency of micronucleated cells in animals treated with meglumine antimoniate.
These data are consistent with those of Gebel (38) and Gurnani et al. (39), who reported
that high antimony levels induced higher frequencies of micronuclei, DNA double-strand
breaks, and chromosomal aberrations in mice. Additionally, Hei et al. (40) reported that
arsenic, which has chemical and toxicological characteristics similar to those of antimony,
caused mutations in mammalian cells mediated by ROS generation. More recently, Lima et
al. (13) described the mutagenic effect of meglumine antimoniate in Swiss mice receiving
acute doses of the drug. Additionally, Cantanhéde et al. (18) reported the ability of
antioxidants to reduce the mutagenic effect of meglumine antimoniate.

The antioxidant defense system, which plays an important role in redox homeostasis
maintenance, is composed of three main antioxidant enzymes, i.e.,, superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxidase (GPx), whose ability to remove reactive
oxygen intermediates is crucial to maintaining redox balance. SOD rapidly dismutates O, —
into H,0,, which is further reduced to H,O by both CAT and GPx, besides peroxiredoxins.
Otherwise, in the presence of Fe2™, H,0, undergoes the Fenton reaction to generate the
superoxidizing hydroxyl radical (OH’) (41, 42).

Taking this into account, we assessed the activities of SOD, CAT, and GPx in the sera
of animals from groups G1, G2, and G3. Our results demonstrated that Leishmania
infection itself increased SOD activity, possibly as an attempt to compensate for O, ~
overproduction. These data are consistent with those of Britti et al. (43) and Souza et
al. (44), who observed higher SOD activity in Leishmania infantum-infected dogs.
Similarly, Khouri et al. (45) described increased SOD activity in patients presenting with
cutaneous leishmaniasis. These authors considered SOD1 plasma levels a useful tool
for distinguishing clinical status and predicting the failure of SbY treatment. On the
other hand, they reported a decrease in plasma SOD1 levels after antimony therapy (20
mg/kg/day for 20 days). Britti et al. (46) observed no significant difference in SOD
activity in dogs with leishmaniasis upon similar therapy. It is noteworthy that our results
also showed an increase in SOD activity for animals receiving only meglumine antimo-
niate, suggesting that this antileishmanial increases SOD activity regardless of infection.
These data confirm the results of Lopez et al. (47), who found increased SOD activity in
red blood cells exposed to pentavalent antimony in vitro.

In accordance with the SOD activity data, either Leishmania infection or meglumine
antimoniate also increased CAT activity. Previous reports have found high CAT levels in
Leishmania-infected animals (48), while others found lower enzymatic activity (47).
Notwithstanding, Bento et al. (17), studying uninfected animals receiving meglumine
antimoniate, observed that CAT activity differs according to the organ evaluated. Once
again, according to our data, Leishmania infection and meglumine antimoniate seem to
independently promote oxidative stress, probably by acting on the same pathway,
since there was no difference in the enzymes’ activities when both conditions were
present concomitantly.

Our data showed that serum GPx activity in all groups decreased from that for
the negative control. These data are consistent with those of Souza et al. (44), who
observed lower GPx activity in blood and plasma from Leishmania infantum-infected
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dogs. On the other hand, Britti et al. (46) observed no difference in GPx activity in
infected dogs after 60 days of therapy with N-methylglucamine antimoniate. Besides, it
has been shown that GPx activity is directly proportional to free GSH concentrations
(49). According to Singh et al. (50), high ROS production, such as that observed in the
oxidative burst, may lead to saturation of this antioxidant pathway due to the large
consumption of GSH by GPx. These observations are in line with our results, especially
because it has been shown that Sb" is able to impair the redox balance by promoting
intracellular GSH depletion and glutathione reductase inhibition, thereby preventing
GSH regeneration (14-18).

With regard to the bench-to-bedside relevance of our data, we must consider that dose
extrapolation among species depends on characteristics such as the animal’s anatomy,
physiology, and biochemical processes, as well as drug pharmacokinetics, for proper
allometric scaling (51). It should be noted that the animal dose used in this work was
equivalent to approximately 1.5 mg/kg/day in humans, much lower than the regimen
recommended by the WHO for humans, i.e., 20 mg/kg/day for 20 days (52). Nevertheless,
the dose we used was able to cause oxidative stress-derived DNA damage, corroborating
previous studies that demonstrated lipid peroxidation and protein carbonylation in animals
receiving 20, 60, or 120 mg/kg/day of meglumine antimoniate for 3 days, with no difference
in the resultant oxidative damage among doses (17).

Considering that the regimen of treatment used in this study is below the WHO'’s
guidelines (according to the animal equivalent dose calculation), the genomic insta-
bility might be deeper when higher doses are used, as in the human therapy. In
addition, considering the correlation between mutagenicity and carcinogenicity
(53), exposure of humans to mutagens should be avoided whenever possible. There-
fore, studies for estimating the risk to patients under treatment must be performed.

In summary, the data presented here confirm the mutagenic effect of meglumine
antimoniate, previously reported in uninfected animals by our group (13). Moreover, to
the best of our knowledge, this work reports for the first time that meglumine
antimoniate per se, as well as Leishmania infantum infection, is a DNA stressor, causing
oxidation of the nitrogenous bases of DNA. Nevertheless, the mechanisms of action of
Leishmania (Leishmania) infantum infection and meglumine antimoniate do not seem
to be associative, since the concomitant presence of both stressors did not enhance
DNA damage. According to our data, these stressors promote oxidative stress-
derived DNA damage, which caused overactivation of the SOD-CAT axis, whereas
the GPx branch was inhibited as a probable consequence of GSH depletion.

MATERIALS AND METHODS

Animals. BALB/c mice were kept for many generations in the Animal Breeding Unit of the University
of Campinas (Sao Paulo, Brazil) under standard conditions. They were kept in a well cross-ventilated room
at 26 = 2°C with a relative humidity of 44 to 56% and light-dark cycles of 12 h. The animals had free
access to sterilized food and water. Five 8-week-old male mice weighing 30 g were used for each
experimental group. All international, national, and/or institutional guidelines that were applicable for
the care and use of animals were followed. All procedures were in accordance with the requirements of
COBEA (Brazilian College of Animal Experimentation). The project was approved by the Ethics Committee
for Animal Experimentation (CEUA), with protocol number 23115.012909-2013-41.

Parasites. Leishmania (Leishmania) infantum promastigotes (MHOM/BR/1970/BH46) were grown to
stationary phase using Schneider medium (Sigma, St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% inacti-
vated fetal bovine serum (Gibco). The parasites were maintained at 27°C until injection into animals.

Infection and treatment. Leishmania (Leishmania) infantum stationary-phase promastigotes (107/50
wul of saline) were subcutaneously injected into the right hind footpad. The infection was maintained for
65 days in all experimental groups. On the 66th day, treatments were carried out for the following
groups: NC, negative control (saline); G1, infection control (infected animals with no further treatment);
G2, uninfected animals treated with meglumine antimoniate for 20 days (20 mg/kg/day); G3, infected
animals receiving meglumine antimoniate for 20 days (20 mg/kg/day). The drug was obtained from the
Brazilian Ministry of Health (meglumine antimoniate, batch 246888; Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brazil) and
was administered intraperitoneally in volumes of 0.1 ml/10 g of body weight. The dose was determined
by considering data reported by Bento and collaborators (17), as well as the regimen recommended by
the WHO for treating leishmaniasis patients, i.e., 20 mg SbV/kg/day for 20 days (52).

Comet assay. The comet assay was based on the work of Singh et al. (54) and Tice et al. (55). On the
21st day from the beginning of treatment, peripheral blood leukocytes were obtained by excising the
end of the tail of each animal. The cell pellet was added to 200 ul of low-melting-point agarose (0.5%),
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which was distributed in pregelled slides with normal-melting-point agarose. After cooling for 10 min,
slides were immersed in a lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% dimethyl
sulfoxide, 1% Triton X-100 [pH 10.0]) and were refrigerated at 4°C overnight. Slides were incubated
for 20 min in an alkaline buffer (10 M NaOH, 0.2 M EDTA, and distilled water [pH 13]), followed by
electrophoresis at 25 V and 300 mA for 25 min. Slides were neutralized (0.4 M Tris-HCI [pH 7.5]) for
15 min, dried at room temperature, and fixed in 100% ethanol. They were stained with ethidium
bromide (20 wg/ml) and were analyzed under an Olympus BX51/BX52 fluorescence microscope (516-
to 560-nm filter; 590-nm barrier filter; 40X lens). One hundred nucleoids were analyzed by
treatment, taking into account both the size and the amount of DNA in the comet tail. DNA damage
was classified into 5 levels: class 0, no damage (<5%); class 1, a low level of damage (5 to 20%); class
2, a medium level of damage (21 to 40%); class 3, a high level of damage (41 to 94%); class 4, total
damage (>95%). Damage scores were calculated by multiplying the number of nucleoids in each
class by the respective class value (56).

Comet assay followed by Fpg and Endo Il digestion. In order to assess DNA oxidative damage,
a comet assay modified for the detection of oxidized bases using the repair endonucleases Endo IlI
(endonuclease Ill) and Fpg (formamidopyrimidine-DNA-glycosylase) was performed to detect oxidized
pyrimidines and purines, respectively (57). Briefly, after the lysis step, slides were soaked in 1X FLARE
(fragment length analysis using repair enzymes) buffer (Trevigen) for 30 min. Then each slide was treated with
150 ul of a solution containing Fpg and Endo Ill enzymes, covered with coverslips, and incubated at 37°C for
45 min in a humid chamber. After the incubation period, coverslips were carefully removed, and electropho-
resis, neutralization, fixing, staining, and data analysis were conducted as described above.

Micronucleus test. The micronucleus test was conducted according to the method of Schmid (58).
Animals were sacrificed by anesthetic overdose (1 ml/kg xylazine and 0.1 ml/kg ketamine), and the bone
marrow of one femur was extracted using 500 ul fetal bovine serum and was centrifuged at 1,000 rpm
for 5 min. The supernatant was discarded, and cell pellet smearing was conducted. The material was
dried at room temperature, and cells were stained using a fast hematologic dye (Panotic; Laborclin). The
resulting color distinguishes between polychromatic erythrocytes (PCE), which stain light purplish blue,
and normochromatic erythrocytes (NCE), which stain light red.

The frequency of micronucleated cells was determined with 2,000 polychromatic erythrocytes per
animal, while toxicity was established by the PCE/NCE ratio in 1,000 erythrocytes per animal.

SOD activity. Total superoxide dismutase (SOD) activity was determined by use of a superoxide
dismutase assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) in serum (10 ul) according to the manu-
facturer’s instructions. On a 96-well plate, the reaction was initiated by adding 20 ul of xanthine oxidase
in 10 wl of serum. The plate was incubated on a shaker at room temperature for 20 min, and absorbance
was measured at 450 nm using a plate reader (Synergy H1; BioTek).

CAT activity. The catalase (CAT) assay was carried out by use of a catalase assay kit (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA) according to the manufacturer’s instructions. On a 96-well plate, the
reaction was initiated by the addition of 20 ul hydrogen peroxide in 20 ul of serum, with subsequent
incubation on a shaker at room temperature for 20 min. Then 30 ul potassium hydroxide was added to
complete the reaction. Thirty microliters of catalase was added, and the solution was incubated again on
a shaker at room temperature for 10 min. Subsequently, 10 ul potassium periodate catalase was added
to each well, and the solution was incubated for 5 min at room temperature. Absorbance was measured
at 540 nm using a plate reader (Synergy H1; BioTek).

GPx activity. Glutathione peroxidase (GPx) activity was determined using a glutathione peroxidase
assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) according to the manufacturer’s instructions. In order
to conduct the assay, 20 ul serum was used. On a 96-well plate, 20 ul cumene hydroperoxide was added
in 20 wul serum, and the mixture (cumene hydroperoxide and serum) was carefully homogenized for 5
min. Absorbance was measured at 340 nm using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) plate
reader (Synergy H1; BioTek).

Statistical analysis. Data normality was assessed by a Kolmogorov-Smirnov test. The parametric
one-way analysis of variance (ANOVA) test was applied, followed by the Tukey test, for the comet assay.
The ANOVA test was followed by the Newman-Keuls test for enzyme activities (P < 0.05). Results that did
not have a normal distribution were assessed by a Kruskal-Wallis test, followed by a Student-Newman-
Keuls test. Graphs were made using GraphPad Prism, version 6.
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RESUMO

As leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por protozodrios parasitas do género
Leishmania sendo considerada endémica e negligenciada em diversos paises, dentre estes, o
Brasil. Em relacdo ao tratamento, o antimoniato de meglumina (Glucantime®) é a droga de
primeira escolha recomendada pela Organizacao Mundial de Saidde. Apesar de ser eficaz para
todos os tipos de leishmaniose, o antimoniato de meglumina apresenta alta toxicidade e €
capaz de causar danos genéticos em mamiferos. O mecanismo pelo qual o fAirmaco exerce seu
efeito genot6xico estd relacionado a oxidagdo das bases nitrogenadas do DNA. Para melhor
entender os mecanismos moleculares envolvidos na resposta celular ao dano oxidativo
causado pelo antileishmanial, avaliamos a expressdo de genes relacionados ao estresse
oxidativo (GSS, GSTPI1, GPxI, SODI, SOD2 e CAT) e genes envolvidos no mecanismo de
reparo do DNA (OGGI e MTHI) em camundongos BALC/c infectados com Leishmania
infantum e tratados com o antimonial pentavalente na dose de 20mg/kg/dia por 20 dias.
Alteracdes na expressao de m-RNA foram analisadas pelo sistema Tagman qRT-PCR. Todas
as reacOes foram feitas em triplicata e a média do Ct usada para avaliacio da expressao
relativa dos genes foi calculada de acordo com a férmula 2784 Os genes que apresentaram -2
< fold change > 2 foram considerados diferencialmente expressos. Além disso, avaliamos
pelo Ensaio do cometa, a capacidade do 4cido ascdrbico, reconhecido antioxidante, de reduzir
os danos ao DNA causados pelo antimoniato de meglumina. Os dados revelaram que o
antileishmanial induziu a superexpressdo de genes relacionados a defesa antioxidante, bem
como dos genes OGGI e MTHI, que atuam no mecanismo de reparo de danos ao DNA
ocasionados por oxidacdo de bases nitrogenadas. Adicionalmente, nossos resultados
mostraram que o 4cido ascorbico foi capaz de reduzir os danos genéticos causados pelo
antimoniato de meglumina, refor¢cando a hip6tese de que a geragdo de espécies reativas de
oxigénio € um dos mecanismos que leva a instabilidade gendmica nas células expostas ao
farmaco. Demostramos também, pela primeira vez, que as células respondem ao estresse
oxidativo induzido pelo antileishmanial, modulando positivamente a expressdo de genes
relacionados ao reparo do DNA e defesa antioxidante.

Palavras chaves: Leishmaniose. Estresse oxidativo. Expressdo génica.



Introducao

Leishmanioses sdo doencas causadas por diferentes espécies de protozodrios do
género Leishmania e, de acordo com a espécie infectante e o estado imunoldgico do
hospedeiro, a infec¢do pode resultar em trés manifestagdes clinicas principais: leishmaniose
mucosa, mucocutanea e visceral. Dentre estas, a leishmaniose visceral é a forma mais grave,
sendo caracterizada por febre, perda de peso, anemia e hepatoesplenomegalia. No aspecto
epidemioldgico, cerca de 90% dos novos casos sdo reportados em seis paises: Brasil, Etidpia,

India, Somalia, Suddo do Sul e Sudio (1-2).

Por mais de sete décadas, os antimoniais pentavalentes t€ém sido utilizados no
tratamento das vérios tipos de leishmaniose. Antimoniato de meglumina (Glucantime®) é
considerado pela Organizagdo Mundial de Saudde, a droga de primeira escolha no tratamento
das leishmanioses. No entanto, este farmaco apresenta alta toxicidade, com relatos de
cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e genotoxicidade (3-5). Ainda que o modo exato do
mecanismo de acdo dos antimoniais ndo esteja claro, acredita-se que Sb" seja uma pré-droga,
necessitando da conversio para a forma trivalente Sb'", para assim exercer a sua atividade

leishmanicida e genotéxica (6-7,4).

O mecanismo pelo qual o antimoniato de meglumina exerce seu efeito genotéxico foi
relatado por Moreira et al (8), no qual revelaram que os danos causados ao DNA sdo
decorrentes do estresse oxidativo gerado pela oxidacdo de suas bases nitrogenadas. Sabe- se
que o estresse oxidativo é caracterizado por um desequilibrio entre o excesso de oxidantes
gerados e/ou a deficiéncia no sistema antioxidante, podendo causar dano em todos os tipos de

biomoléculas, incluindo proteinas, lipidios e DNA (9).

A defesa antioxidante € constituida pelos sistemas enzimdticos € ndo enzimaticos. O
sistema antioxidante enzimdtico compreende as enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), enquanto que os ndo enzimdticos incluem as
vitaminas (A, C e E) e a glutationa (10). O &cido ascérbico (vitamina C) age como
antioxidante devido ao seu poder fortemente redutor, diminuindo a acido dos radicais livres.
Muitos trabalhos reforcam o potencial do dcido ascorbico como depletor de radicais livres

acarretando assim a reducao do estresse oxidativo (11-14).



Em resposta ao estresse oxidativo causado em biomoléculas como o DNA, a célula
pode também atuar induzindo a expressdo de genes relacionados as enzimas antioxidantes,
bem como genes de reparo que agem evitando ou corrigindo os danos oxidativos ao DNA. O
aumento dos niveis RNAm de enzimas antioxidantes pode estar relacionada com a
exacerbacdo do dano oxidativo, apoiando uma correlacdo positiva existente entre estresse

oxidativo e expressdo de RNAm de enzimas antioxidantes (15).

Considerando que o antimoniato de meglumina causa estresse oxidativo por meio da
oxidag@o de bases do DNA e altera a atividade de enzimas antioxidantes, conforme relatado
por nosso grupo (8), este trabalho tem como principal objetivo compreender 0os mecanismos
moleculares envolvidos na resposta celular aos danos induzidos pelo antileishmanial. Para
isso, foi avaliada a expressdo diferencial de genes relacionados a defesa antioxidante e ao
mecanismo de reparo do DNA em animais BALB/c infectados por Leishmania (Leishmania)

infantum.

Material e métodos

Infeccao de BALB/c por Leishmania (Leishmania) infantum

Camundongos machos BALB/c oriundos do Biotério da Unicamp pesando cerca 25 e
30 gramas com cerca de 60 dias foram mantidos em caixa de polipropileno durante o periodo
de tratamento, com dgua e alimento ad libitum e mantidos a temperatura constante de 26 +
2°C e um ciclo de luz 12h claro/12h escuro. Os parasitos (L. infantum) foram cultivados em
meio Schneider (Sigma, St Louis, MO, USA), o qual foi suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado (GIBCO) e acondicionadas a 27°C. A infeccao foi feita por inoculacdo pela
via subcutinea no coxim plantar direito com 10’ promastigotas em fase estaciondria de
crescimento de L. infantum (MOM/BR/1970/BH46) e apos 45 dias de infeccdo, foi iniciado o

tratamento dos animais com o antileishmanial.

Tratamento

Os animais foram divididos em 8 grupos (n=5 animais/grupo): Grupo 1: Controle
negativo (animais ndo infectados que receberam salina); Grupo 2: Controle da Infec¢do
(animais infectados sem nenhum tratamento adicional); Grupo 3: animais ndo infectados

tratados com 4cido ascorbico (60mg/kg/dia) por 20 dias; Grupo 4: animais infectados tratados



diariamente com 4cido ascérbico (60mg/kg/dia) por 20 dias; Grupo 5: animais ndo infectados
tratados diariamente com antimoniato de meglumina (20mg/kg) por 20 dias; Grupo 6: animais
ndo infectados tratados diariamente com antimoniato de meglumina (20mg/kg) e apds 15
minutos co-tratados com dcido ascérbico (60mg/kg/dia) por 20 dias; Grupo 7: animais
infectados tratados diariamente com antimoniato de meglumina (20mg/kg) por 20 dias e
Grupo 8: animais infectados tratados diariamente com antimoniato de meglumina (20mg/kg)
e apos 15 minutos co-tratados com &cido ascorbico (60mg/kg/dia) por 20 dias. Todos os

tratamentos foram feitos por via intraperitoneal.

Ap6s o periodo de tratamento, procedeu-se a avaliacio da genotoxicidade pelo
ensaio do Cometa (16-17). Para isso, os leucécitos de sangue periférico foram obtidos por
meio de excisdo da extremidade da cauda de cada animal. Em seguida, os animais foram
eutanasiados por alta dosagem anestésica (Xilazina-1lmL/kg e Cetamina -0,1mL/kg).
Amostras de medula 6ssea foram obtidas para avaliacdo de mutagenicidade pelo ensaio do
microntcleo (18). Amostras de figado foram armazenadas em RNA Later para andlise de
expressdo génica pelo sistema Tagman® gRT-PCR. Linfonodo popliteo foi coletado para

avaliacdo da carga parasitria por quantificacdo absoluta utilizando SYBR® Green.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimental Animal da Universidade Federal do Maranhdao sob o niimero de protocolo

23115.012909-2013-41.
Ensaio do Cometa

Os leucdécitos de sangue periférico (10 a 20uL.) foram obtidos por meio de excisdo da
extremidade da cauda de cada animal (16). O sedimento celular foi adicionado a 200uL de
agarose de baixo ponto de fusdo (0,5%) e distribuidos em laminas pré-gelificadas com
agarose de ponto de fusdo normal. Apés refrigeracdo por dez minutos, as laminas foram
imersas em solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10% de
dimetilsulfoxido, 1% Triton X-100, pH 10,0) e refrigeradas a 4°C overnight. As laminas
foram incubadas por 20 minutos em tampdo alcalino (10M NaOH, 0,2 M EDTA e agua
destilada, pH 13), seguida por eletroforese a 25 V e 300 mA, por 25 minutos. As laminas
foram neutralizadas (Tris/HCIO, 4M pH 7,5) por 15 minutos, secas a temperatura ambiente e

fixadas em etanol 100%, coradas com brometo de etidio (20pug/mL) e analisadas em



microscopio de fluorescéncia (BX51/BX52-Olympus; filtro 516-560nm; barreira de filtro de
590nm, objetiva de 40x). Cem nucledides foram analisados, por animal, levando-se em
consideragdo tanto o tamanho quanto a quantidade de DNA presente na cauda do cometa. O
dano no DNA foi classificado em 5 niveis: Classe 0- sem danos (<5%); Classe 1- baixo nivel
de danos (5-20%); Classe 2- médio nivel de danos (21-40%); Classe 3- alto nivel de danos
(41 — 94%); Classe 4- dano total (>95%). Com a obten¢do das classes, foi calculado o escore
de danos multiplicando-se o nimero de nucledides em cada classe pelo valor da respectiva

classe.
Teste do Micronucleo

Apés eutandsia dos animais, a medula 6ssea de um dos fémures foi extraida
utilizando-se 500uL de soro bovino fetal e centrifugado por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e foi feito esfregaco do sedimento celular. O material foi seco a temperatura
ambiente e as células foram coradas utilizando-se o corante hematolégico rapido-
PANOTICO (Laborclin). A coloracio diferencia eritrécitos policromaticos (PCEs), que se
coram em azul arroxeado claro e eritrécitos normocroméaticos (NCEs), que se coram em
vermelho claro. A frequéncia de células micronucleadas foi determinada em 2000 eritrdcitos
policromadticos, por animal, enquanto a toxicidade foi estabelecida pela razdo PCE/NCE em

1000 eritrécitos por animal.
Extracdo de DNA e construcdo da curva padrao para PCR em tempo real

O DNA do linfonodo foi extraido pelo protocolo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(19). Para construgao da curva padrao foi feito uma PCR convencional utilizando os primers
150 e 152, especificos para o género Leishmania (20). O produto da PCR foi purificado por
meio do kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e
quantificado. O amplicon foi inserido no vetor de clonagem pGEM T-Easy (PROMEGA), na
razdo de 5:1 (DNA:vetor). Em seguida foi realizada transformacdo em bactérias E. coli
(JM109 Competent Cells), seguindo protocolo do fornecedor (PROMEGA). O DNA
plasmidial foi extraido utilizando-se o kit PureYield ™

(PROMEGA) e digerido pela enzima de restricio EcoRI (PROMEGA) para liberagdo do

Plasmid Midiprep System

inserto. O nimero de copias do plasmideo foi determinado de acordo com a formula (X g/pL

DNA/[tamanho do plasmideo em pares de base X 660]) x 6.022 x10% x numero de copias do



plasmideo/ puL (21). Foram realizadas dilui¢des seriadas na base de 10, sendo que aquelas

contendo 10° a 10> moléculas foram utilizadas no ensaio de quantificagdo absoluta.
Quantifica¢do da carga parasitaria por PCR em tempo real (qPCR)

A reacdo de qPCR foi feita com um volume final de 12,5 pL, contendo 2 pL (100 ng)
de DNA extraido, 1,25 pM de cada iniciador ¢ 6,05 puL de SYBR® Green PCR Master Mix
(2X) (Applied Biosystems) e as reagdes realizadas na plataforma ABI 7500fast (Applied

Biosystems).

A quantificagdo do parasito foi feita em linfonodo dos animais dos grupos G2, G7 ¢
G8, onde cada amostra foi analisada em triplicata. O nimero de copias de cada amostra foi
determinado a partir da comparacdo com a curva padrdo que apresenta uma quantidade de
DNA alvo conhecida. Para isso, comparou-se o Ct (Cycle Threshold) de cada amostra com a
curva padrao utilizando um modelo de regressao linear. A analise foi feita utilizando-se o

software SDS 7500fast (Applied Biosystems).
Extracdo de RNA e Transcri¢do reversa (cCDNA)

O RNA total do figado dos animais dos grupos G1, G2, G5 e G7 foi extraido pelo
método do Trizol (Invitrogen) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A
concentragdo do RNA total foi detectada no equipamento NanoDrop (NanoDrop 2000
Spectrophotometer, Unisciense). A transcri¢do reversa foi realizada utilizando-se o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit™ da empresa ThermoFisher™. A reacao foi feita
de acordo com a especificacdo do fabricante. O cDNA obtido foi diluido em dgua deionizada

estéril na razdo 1:5.
Expressao génica por PCR em tempo real

As reacOes de PCR quantitativa em tempo real foram realizadas em sistema TaqMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA). Todas as reacdes foram feitas em
triplicata. Utilizou-se como amostra de referéncia, em cada ensaio de expressdo, o pool de
DNA dos cinco animais do grupo controle, visto que ndo houve diferenca superior a um Ct da
média do grupo controle quando analisados os cinco animais individualmente. Os dados

foram normalizados com o gene gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) amplificado



em cada ensaio. A expressdo relativa foi calculada de acordo com a férmula QAnct (22). Os

genes que apresentaram -2 < fold change > 2 foram considerados diferencialmente expressos.
Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste Kolmogorov-Smirnov e de acordo com
a natureza dos dados, foi realizado o teste paramétrico ANOV A, seguido do pds-teste Tukey.
Para os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis
seguido de comparagdes multiplas de Dunn, ambos adotando p < 0,05. As andlises estatisticas

e os gréficos foram feitos utilizando-se o software Prism® da GraphPad versao 6.00.
Resultados

Acido ascérbico reduz danos ao DNA causados pelo antileishmanial antimoniato de

meglumina

A Figura 1 mostra os resultados referentes a capacidade do dcido ascérbico em reduzir
os escores de danos causados pela infec¢do por Leishmania e/ou pelo antimoniato de
meglumina. Na Figura 1B, observa-se que o 4cido ascorbico foi capaz de reverter a
instabilidade gendmica induzida pelo antimonial nos animais nao-infectados (1,50+0,3). Por
outro lado, o antioxidante ndo se mostrou capaz de reverter os danos genéticos induzidos
apenas pela infec¢ao (Figura 1A). A Figura C traz o efeito do acido ascérbico em animais
infectados e tratados com o antileishmanial (0,67+0,23) comparado ao grupo que nio recebeu
o antioxidante (0,76+0,24). Observa-se que o efeito modulador do dcido ascérbico nao € mais
detectado quando os animais sdo submetidos aos dois agentes estressores, infec¢do e

antileishmanial (p>0,05).
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Fig 1: Escores de danos ao DNA observados pelo teste do cometa em sangue periférico de
camundongos BALB/c infectados com L. infantum (n = 5 animais por grupo).



CN: animais ndo infectados tratados com acido ascérbico (60mg/kg) por 20 dias; INF: animais infectados com L.
infantum; INF+AA: animais infectados com L. infantum e tratados com &cido ascérbico (60mg/kg) por 20 dias;
GLU: animais néo infectados tratados com antimoniato de meglumina por 20 dias (20mg/kg/dia); GLU+AA:
animais ndo infectados tratados com antimoniato de meglumina (20mg/kg/dia) e acido ascérbico (60mg/kg) por
20 dias; GLU (I): animais infectados e tratados com antimoniato de meglumina por 20 dias (20mg/kg/dia) e
GLU (I) + AA: animais infectados e tratados com antimoniato de meglumina (20mg/kg/dia) e 4cido ascorbico
(60mg/kg) por 20 dias. Letras diferentes (p <0,05) por ANOVA seguido por Tukey.

Visto que o antimoniato de meglumina na dose de 20mg/kg foi capaz de causar danos
ao DNA do hospedeiro, buscamos investigar o efeito dessa dose frente a infeccdo por L.
infantum e ainda verificar o efeito do dcido ascérbico sobre a atividade antileishmanial do
antimoniato de meglumina. Observamos na figura 2 que o antimoniato de meglumina na dose
utilizada nesse trabalho nao foi capaz de reduzir a carga parasitdria no 6rgdo analisado no
grupo dos animais infectados. Além disso, o grupo de animais infectados que receberam co-
tratamento com antimoniato de meglumina e 4cido ascérbico também nao apresentou
diferenca significativa em relacdo a carga parasitaria dos animais infectados sem tratamento,

evidenciando que o 4cido ascOrbico ndo interferiu na atividade do antimonial no linfonodo.
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Fig 2: Carga parasitiria no linfonodo de camundongos BALB/c infectados com L.
(Leishmania) infantum apds tratamento com antimoniato de meglumina em associa¢do ou nao
com 4cido ascorbico.

INF: animais infectados com L.(Leishmania) infantum; GLU (I): animais infectados e tratados antimoniato de

meglumina por 20 dias (20mg/kg/dia) e GLU (I) + AA: animais infectados e tratados antimoniato de meglumina
(20mg/kg/dia) e 4cido ascérbico (60mg/kg) por 20 dias.

Acido ascOrbico ndo apresenta atividade antimutagénica em co-tratamento com antimoniato

de meglumina

Observamos que ndo houve diferenca na frequéncia de micronicleos entre 0s grupos



de animais infectados tratados ou ndo com d4cido ascOrbico, demonstrando que esse
antioxidante ndo exerce efeito antimutagénico em animais infectados por L. infantum (Figura
3A). Na figura 3B, reiteramos que o antimoniato de meglumina é capaz de causar mutagdes
no DNA de células de mamiferos, porém observamos que ndo houve diferenca na frequéncia
de micronicleos quando comparado ao grupo que recebeu co-tratamento com &4cido

ascorbico.

Na figura 3C verificamos que o dcido ascérbico administrado concomitantemente ao
antimoniato de meglumina em animais infectados nao foi capaz de reduzir a frequéncia de

micronudcleos quando comparado aos animais infectados tratados com o antimonial.
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Fig 3: Frequéncia de células micronucleadas na medula 6ssea de camundongos BALB/c
infectados com L. infantum (n = 5 animais por grupo; 2000 eritrécitos analisados por animal).

CN: animais ndo infectados tratados com 4cido ascérbico 60mg/kg por 20 dias; INF: animais infectados com
L.infantum; INF+AA: animais infectados com L. infantum tratados com acido ascérbico (60mg/kg) por 20 dias;
GLU: animais ndo infectados tratados com antimoniato de meglumina por 20 dias (20mg/kg/dia); GLU+AA:
animais ndo infectados tratados com antimoniato de meglumina (20mg/kg/dia) e acido ascdrbico (60mg/kg) por
20 dias; GLU (I): animais infectados e tratados antimoniato de meglumina por 20 dias (20mg/kg/dia) e GLU (I)
+ AA: animais infectados e tratados antimoniato de meglumina (20mg/kg/dia) e acido ascdrbico (60mg/kg) por
20 dias. Letras diferentes (p <0.05) por ANOVA seguido do teste de Tukey.

Antimoniato de meglumina induz superexpressao de genes do sistema antioxidante



Os mecanismos moleculares envolvidos na resposta celular aos danos causados pelo
antileishmanial foram avaliados por meio da expressdo diferencial de genes relacionados a
defesa antioxidante, quais sejam, glutationa S-transferase pi 1 (GSTPI), glutationa sintetase
(GSS), superdxido dismutase (SODI e SOD2), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
1(GPxI). Além disso, foram medidas alteracdes na expressio de m-RNA de genes
relacionados ao mecanismo de reparo do DNA: 8-oxoguanina DNA glycosylase 1 (OGGI) e

MutT homélogo 1 (MTH]I).

Nossos resultados revelaram que todos os genes avaliados estavam super expressos
(upregulation) em resposta aos fatores estressantes, quer seja o antimoniato de meglumina,
infeccdo ou ambos. O gene GSTPI revelou aumento nos niveis de expressao na ordem de 182,
266 e 37,7 vezes maior nos animais infectados com L. infatum (G2), nos animais nao
infectados tratados com antimoniato de meglumina (G3) e nos animais infectados e tratados
com antimoniato de meglumina (G4), respectivamente, havendo diferenca significativa entre
os grupos G2 e G4, assim como entre G3 e G4. Resultados semelhantes no aumento na
expressao também foram observados para o gene GSS, com niveis de expressao de 28,5; 18 e
25,4 vezes para os grupos G2, G3 e G4, respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Nao
foram observadas diferencas significativas na expressao desse gene entre os grupos G2, G3 e

G4 (Figura 4).
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Fig 4: Nivel de expressdo dos genes GSTPI, GSS, SOD 1, SOD 2, CAT e GPXI relacionados
a defesa antioxidante em camundongos BALB/c infectados por L. infantum e tratados com

antimoniato de meglumina (n=5).



G1: controle negativo (salina); G2: animais infectados por L. infatum por 65 dias; G3: animais ndo infectados
tratados com antimoniato de meglumina por 20 dias e G4: animais infectados e tratados com antimoniato de
meglumina por 20 dias (20mg/kg/dia).

A anélise de SODI revelou também aumento na expressdao desse gene em todos os
grupos experimentais (G2, G3 e G4), com niveis de expressdo de 246; 166,8 e 92,2 vezes,
respectivamente. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos. Da
mesma forma, o gene SOD2 apresentou-se 90 vezes mais expresso no grupo G2; 43,8 em G3

e 109,5 no grupo G4.

Observamos ainda que o gene CAT apresentou niveis de expressao de 65,8, 74,6 e 68,4
vezes, respectivamente, para os grupos G2, G3 e G4 e, por sua vez, o gene GPX! apresentou-
se superexpresso na ordem de 94,5, 83 e 97,8 vezes respectivamente, para os grupos G2, G3

e G4 quando comparado ao controle negativo (Figura 4).

Os genes relacionados ao mecanismo de reparo avaliados nesse trabalho também
mostraram aumento na quantidade de m-RNA produzida em resposta aos agentes estressores,
como média de aumento para OGGI de 15,8; 20,2 e 2,9 vezes para os grupos de animais
infectados (G2), para aquele apenas tratado com o firmaco (G3) e para o grupo exposto aos
dois agentes (G4), respectivamente. Foi observada diferenga significativa na expressao do
gene OGGI entre os grupos G2 e G3 em relacdo ao grupo G4. Da mesma forma, houve
aumento significativo na expressao do gene MTHI em todos os grupos analisados, no entanto

com valores inferiores aos observados para o gene OGG/ (Figura 5).
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Fig S: Nivel de expressdo dos genes OGGI e MTH], relacionados ao mecanismo de reparo do
DNA em camundongos BALB/c infectados por L. infantum e tratados com antimoniato de
meglumina (n=5).



G1: controle negativo (salina); G2: animais infectados com L.infatum por 65 dias; G3: animais nio infectados,
mas tratados com antimoniato de meglumina por 20 dias e G4: animais infectados e tratados com antimoniato de
meglumina por 20 dias (20mg/kg/dia).

Discussao

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuagdo do sistema de defesa, que € formando pelas enzimas antioxidantes
(superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) além de compostos ndo-enzimaticos,
que sdo principalmente obtidos por meio da alimentacdo, tais como o 4cido ascOrbico
(vitamina C), tocoferol (vitamina E), retinol (vitamina A), entre outros (23). O 4cido
ascorbico, além de atuar como co-fator para enzimas e ser importante regulador na redu¢ao do
ferro, é considerado o antioxidante extracelular mais importante por ser um potente redutor na

presenca de radicais livres (24-25).

De acordo com Moreira et al (8), o antimoniato de meglumina causa danos ao DNA
pela oxidacdo de suas bases nitrogenadas. Outros autores relataram também a capacidade do
antimoniato de meglumina em gerar espécies reativas de oxigénio, causando peroxidacao
lipidica e hepatotoxicicdade (26,5). Considerando-se pois a propriedade antioxidante do 4cido
ascorbico e a capacidade do Glucantime em induzir danos genéticos por oxidacdo, este
trabalho buscou verificar a capacidade do &4cido ascérbico de reduzir os danos genéticos

causados pelo antimoniato de meglumina.

Nossos dados revelaram que o antioxidante foi capaz de reduzir a instabilidade
gendmica causada pelo antileishmanial em animais infectados e sob tratamento por 20 dias.
Esses dados corroboram alguns estudos que evidenciaram o efeito modulador do dacido
ascorbico. Roy et al. (27) evidenciaram que a administra¢do oral de vitamina C (500 mg/kg)
foi capaz de diminuir a frequéncia de aberracdes cromossomicas e danos ao DNA causados
pelo trioxido de arsénio (4mg/kg) e fluoreto de s6dio (8mg/kg). Farghaly e Abo-Zeid (28)
demonstraram pelo ensaio do cometa e andlise citogenética, que a administragdo simultanea
de vitamina C (20mg/kg) foi capaz de inibir os danos ao DNA e aberracdes cromossomicas
induzidas por TMT (Trimethyltin). Konopacka (29) sugere que o acido ascorbico € capaz de
reduzir os danos genéticos pela modulacio da expressao de genes envolvidos na detoxificagdo

de ROS.

Observamos ainda que o acido ascorbico ndo foi capaz de reduzir os danos genéticos



causados pela infec¢do. Sabe-se que apds a infec¢do, macréfagos sao ativados e aumentam a
concentracdo de vdrias citocinas tais como IFN-y e TNF-a, produzindo 6xido nitrico (NO)
pela acdo da enzima iNOS, um mecanismo relacionado com o controle da replicagdo do
parasita. Assim sugerimos que a elevada producdo de NO durante os 65 dias de infeccdo

pode ter causado danos a células do hospedeiro e induzido alteragdes no DNA, pois o NO

reage com anion superoxido formando peroxinitrito (ONOO™), que é altamente reativo e
interage com a guanina gerando lesdes no DNA, tais como 8-nitroguanina (30-31). Desssa
forma, inferimos que a capacidade antioxidade do 4cido ascérbico ndo foi eficaz em modular
os danos causados ao DNA, pela infec¢do, devido a essas vias de estresse desencadeadas pelo

parasita.

Na avaliagdo de mutagenicidade pelo ensaio do micronticleo, observamos que a
infeccdo ndo foi capaz de aumentar a frequéncia de microntcleos, demonstrando assim que os
danos causados ao DNA evidenciados pelo ensaio do cometa foram reparados, corroborando
com o aumento da expressdo dos genes OGGI e MTHI envolvidos no mecanismo de reparo
de danos ao DNA mostrados neste trabalho. Além disso, confirma os resultados obtidos no

trabalho de Moreira et al (8).

Por sua vez, os animais que receberam tratamento com o antimonial apresentaram
frequéncia maior de células micronucleadas reforcando o potencial mutagé€nico desse farmaco
ja evidenciado por Moreira et al (8) e Lima et al (4), em camundongos infectados ou ndo,
respectivamente. Destacamos que mesmo diante da superexpressdo de genes de reparo e
tratamento com 4cido ascorbico, forte antioxidante, ndo houve modulagdo do efeito

mutagénico do antimoniato de meglumina.

De acordo com equivaléncia de doses entre camundongos € humanos sugerida por
Nair e Jacob (32), a dose utilizada nesse trabalho foi cerca de treze vezes menor
(1,5mg/kg/dia) quando se compara a dose recomendada para o tratamento em humanos (20
mg/kg/dia) e isso reforca o fato do antileishmanial nio ter reduzido a carga parasitdria no
linfonodo. No entanto, ressaltamos que apesar da dose de 20mg/kg niao ter reduzido a carga
parasitdria nos animais infectados foi capaz de causar danos ao DNA do hospedeiro conforme

demonstrado pelo ensaio do cometa.

Neste trabalho também analisamos a expressdo de genes relacionados a defesa



antioxidante, tais como GSS, GSTP1, GPXI, SOD 1, SOD 2 e CAT. Sabe-se que o gene GSS é
responsavel pela producdo da enzima glutationa sintetase, importante por catalisar a reacdo da
L-glicina com o dipeptideo y- glutamilcisteina na segunda etapa de formacgdo da glutationa
(GSH) (33-34). Os resultados aqui apresentados indicam que a infec¢do por Leishmania
(Leishmania) infantum, o antimoniato de meglumina e a infec¢do conjuntamente com o
tratamento foram capazes de alterar a expressdo do gene GSS, mostrando modulag@o positiva

na expressao desse gene envolvido na via de biossintese da glutationa.

Estudos tém demonstrado aumento na expressao de outros genes envolvidos nas vias
de sintese de glutationa, tal como o trabalho de Grondin et al (35), no qual relataram que o
aumento na expressdo de GSHI1, enzima que participa da primeira reacdo de biossintese de
GSH, esta associado com aumento significativo dos niveis de GSH. Da mesma forma, El
Fadili et al (36) revelaram superexpressdo de glutamato cisteina ligase (GCLC), gene que
codifica a enzima que atua na primeira reagdo para formacdo de GSH, em macréfagos

tratados com Sb".

A glutationa é o principal tiol intracelular de mamiferos e tem fun¢do importante no
metabolismo dos antimoniais pois induz a reducdo de Sb¥ para a Sb'", sendo essa redugio
favorecida em pH dcido e temperatura de 37°C (37-38). Outros tidis também podem atuar
nessa conversao, tais como, cisteina, cisteina-glicina, tripanotiona (39). Assim, nos grupos de
animais tratados com o antimonial o aumento na expressdo de GSS favorece a reducdo para a
forma trivalente, que tem acao leishmanicida e também € responsavel pela toxicidade causada

por esse farmaco.

Outra funcdo desempenhada pela GSH é a biotransformacdo e eliminagdo de
xenobidticos por meio do processo de detoxificacdo, que ocorre principalmente em duas
fases: I e II. Na fase I, as reacdes sdo mediadas pelas enzimas citocromo P450, que atuam
principalmente na oxidacao, reducdo e hidrdlise desses xenobidticos. Na fase II ocorre reagdao
de conjugacdo do grupo sulfidrila da GSH com grupos eletrofilicos dos xenobidticos,
tornando-0s menos téxicos € mais soliveis em dgua, facilitando a sua excrecdo mediada por

transportadores (40-41).

As glutationa S-transferases correspondem a uma familia de enzimas detoxificantes de

fase II que protegem a célula por meio da conjugagdo da GSH com diferentes compostos



eletrofilicos. Sdo divididas em 8 classes génicas e dentre essas, temos que o gene GSTPI,
localizado no cromossomo 11q13 codifica a isoenzima P1 (42). Leslie et al (43) relatam a
formacdo de complexos de arsénio (As), elemento quimico semelhante ao antiménio, com
moléculas de GSH-As (GS); para o efluxo por meio do transportador MRP1 e a enzima

GSTPI tem papel sinérgico importante nesse processo.

Sun et al. (44) demonstraram por espectrometria de massa que o Sb™ forma um
composto estdvel com GSH com a estequiometria Sb(GSH)3;. Wyllie et al (45) reforcam que o
Sb™ age diretamente sobre o parasita perturbando o balanco redox pela diminuicio da
concentracdo de ti6is intracelulares mediante o efluxo ao formar conjugados com o Sb™ e
pela inibi¢do da tripanotiona redutase, enzima responsavel pela manutencdo do estado
reduzido dos ti6is intracelulares. Baiocco et al (46) reafirmam que Sb" interfere o potencial
tiol redox da célula por inibir a atividade da enzima tripanotiona redutase, resultando na
acumulacdo de formas de dissulfureto de tripanotiona e glutationa e posterior exposi¢ao dos

parasitas ao dano oxidativo causado pelo ROS produzidos pelos macréfagos do hospedeiro.

Por sua vez, Lopez et al. (38) relatam que o Sb"' forma complexo com GSH e que a
diminuicdo da propor¢ao de GSH livre pode ser pela formacdo do complexo Sb(GSH);
gerando um desequilibrio redox e aumentando assim a atividade de ROS. Dessa forma, em
nosso trabalho o aumento na expressao de GSTPI nos grupos analisados sugere que essa
isoenzima codificada por esse gene pode estar atuando na detoxificacdo formando conjugados

de Sb com GSH/T(SH)s.

Ressalta-se ainda que as enzimas GSTs atuam de forma integrada e que a eficiéncia
deste sistema depende da acdo combinada de outras enzimas, como a y- glutamilcisteina
sintase (YGluCysS) e a glutationa sintetase (GSS), no sentido de fornecer glutationa, assim
como, de transportadores que facilitem o efluxo dos conjugados de GSH (41). Os nossos
resultados corroboram com esses dados, visto que o aumento da expressdo de GSTPI esteve

associado com aumento na expressao de GSS.

O sistema antioxidante celular € constituido principalmente pela acdo das enzimas
glutationa peroxidade (GPx), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) (9). Glutationa
peroxidases (GPxs) sdo enzimas responsdveis por catalisar a reducdo de H,O, ou

hidroperéxidos organicos em 4gua ou alcodis, respectivamente, utilizando a GSH como co-



fator. Dentre essa familia de enzimas, a mais abundante e encontrada nos mais variados tipos
celulares é a glutationa peroxidase citosdlica (GPx1), classificada como a principal enzima

contra o estresse oxidativo (47).

Neste trabalho, observamos superexpressao de GPx/ nos grupos de animais infectados
e sob tratamento com o antimonial. No entanto, Moreira et al (8), observaram atividade
reduzida da enzima GPx em condi¢des experimentais semelhantes. Sabe-se que a GSH ¢é
utilizada na reducdo de Sb¥ para Sb™ além de ser um dos componentes da molécula de
tripanotiona nos tripanosomatideos, por isso a atividade reduzida da enzima pode estd
relacionada com a menor disponibilidade de GSH para atuar como co-fator para a GPx1, pois
de acordo com Lubos et al (48), a atividade da GPx é diretamente proporcional a
concentracdo de GSH livre. Por outro lado, Adinehbeigi et al (49) ndo encontraram diferenca
significativa na atividade da enzima GPx em macréfagos infectados sem tratamento e em

macréfagos tratados com antimoniato de meglumina.

Além da GPx, outras duas enzimas fazem parte do sistema de defesa antioxidante da
célula. A primeira delas € a superéxido dismutase, que catalisa a reagdo de dismutacdo do
anion superoxido em peréxido de hidrogénio (H,O,) nos diversos compartimentos celulares.
Os mamiferos apresentam trés isoformas dessa enzima: SOD1 ou CuZnSOD localizada no
citosol; SOD2 ou MnSOD presente nas mitocondrias € SOD3 ou FeSOD presente no meio

extracelular (50-51).

A atividade da SOD é complementada pela acdo da catalase, que é uma hemeproteina
citoplasmatica que tem como fungdo converter H,O, em H,O e O,. Mediante o estresse
oxidativo sofrido pela célula, as enzimas antioxidantes respondem de maneira adaptativa
elevando suas atividades nos tecidos ou ainda, aumentando os niveis de RNAm a fim de

superar o estresse oxidativo (15, 23).

Observamos que em todos os grupos avaliados houve superexpressio dos genes
SODI, SOD2 e CAT corroborando com os dados de Moreira et al (8) que evidenciaram
aumento significativo na atividade total dessas enzimas quando comparado ao controle
negativo, demonstrando assim o esforco da célula em tentar reverter o estresse oxidativo
causado tanto pela infec¢io quanto pelo antimonial. Rais et al (52) sugeriram que Sb" prepara

os macrdfagos para produzir ROS e aumenta a atividade da enzima NADPH-oxidase, que



atua na producdo de anion superdxido. Por sua vez, Mookerjee basu et al (53) revelam que o
Sb" induz a formacdo principalmente de H,O, em macréfagos infectados por Leishmania
donovani por meio da fosforilacdao de fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e proteinas quinases

ativadas por mitégenos (MAPKSs).

O per6xido de hidrogénio produzido pela acdo dos antimoniais ou pela resposta do
hospedeiro frente a infec¢do apresenta baixa reatividade, porém tem um papel importante na
producdo de danos oxidativos, pois na presenca de metais, tais como o Fe’* (reacdo de
Fenton) produz radicais hidroxila (OH"), que sdo altamente reativos e podem causar danos em

todos os tipos de biomoléculas, incluindo proteinas, lipidios e DNA (54).

O dano oxidativo provocado pelos radicais livres no DNA pode ocorrer de forma
direta, pela oxidagdo especifica das bases nitrogenadas ou por quebras em uma das cadeias do
DNA (SSB “single strand break’) ou quebras duplas (DSB “Double strand break™) (55-56).
De acordo com David et al (57) a oxida¢do da guanina (8-0xoG) € a mais abundante e
caracterizada lesio no DNA ocasionada por ROS visto que a guanina apresenta o menor

potencial de oxidacao dentre as bases nitrogenadas.

A via de reparo da 8-0xoG é composta principalmente pelas enzimas OGG1, MUTYH
e MTHI1. As glicosilases OGG1 e MUTYH atuam no mecanismo de reparo por excisdo de
bases no qual, a OGGIl ¢ responsdvel pelo reconhecimento e excisio de 8-oxoG do
pareamento errado com citosina € MUTYH remove residuos de adenina pareados
erroneamente com a 8-0xoG (58). A enzima MTHI, por sua vez, previne a incorporagdo de 8-
0x0dGTP no DNA, hidrolisando o trifosfato oxidado (8-0xodGTP) a monofosfato (8-oxo-

dGMP) impedindo assim que esses nucleotideos sejam incorporados ao DNA (59-60).

Neste trabalho demonstramos que os genes OGGI e MTHI envolvidos no mecanismo
de reparo de danos a0 DNA apresentaram-se superexpressos evidenciando assim a tentativa
da célula em responder ao estresse oxidativo causado por ROS mediante a infec¢do por
Leishmania e ao tratamento com antimoniato de meglumina. Furtado et al (61) relataram que
em tripanossomatideos como o Trypanossoma cruzi, a glicosilase TcOGGI1, quando
superexpressa, foi capaz de diminuir o nivel de 8-0xoG tanto no niicleo quanto na mitocondria

apos tratamento com H,O,,



Desta forma, com os resultados aqui apresentados, relatamos pela primeira vez, que o
antimoniato de meglumina, firmaco de primeira escolha para tratamento da leishmaniose, foi
capaz de modular positivamente genes relacionado a defesa antioxidante e a0 mecanismo de
reparo a0 DNA em resposta ao estresse oxidativo causado pela infec¢do e pelo tratamento
com o antileismanial antimoniato de meglumina. No entanto, ressaltamos que a resposta
celular frente ao dano oxidativo ndo foi efetiva em reparar a instabilidade gendmica, visto que

as mutacdes foram fixadas.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta tese demonstramos que o potencial genotéxico do firmaco de primeira escolha
utilizado no tratamento das leishmanioses, antimonianto de meglumina (Glucantime®), esta
relacionado com a oxidag¢do das bases nitrogenadas do DNA. Demonstramos, ainda, que o
antileishmanial é capaz de alterar a atividade das enzimas do sistema antioxidante (CAT,
SOD e GPx) e de induzir a superexpressdo de genes relacionados a defesa antioxidante, bem
como de genes que atuam no mecanismo de reparo de danos ao DNA ocasionados por
oxidacdo das bases nitrogenadas. Além disso, demonstramos que o &4cido ascérbico, um
potente antioxidante, é capaz de reduzir as lesdes gendmicas causadas pelo Glucantime®.
Todos esses dados corroboram com a hipétese inicial levantada de que os danos genéticos

induzidos pelo Glucantime® é mediado por espécies reativas de oxigénio geradas pelo

farmaco.

Refor¢camos, ainda, que a dose utilizada neste trabalho ndo exerceu atividade
leishmanicida visto que foi inferior aquela recomendada pela Organizacio Mundial de Satde.
Porém, evidenciamos o seu efeito genotoxico sobre o DNA de camundongos BALB/c
infectados por L. infantum. Nesse sentido, ressaltamos a necessidade de avaliar o efeito desse
antileishmanial em regime terapéutico com a dose utilizada no tratamento em humanos para
investigar o potencial efeito genotéxico do farmaco frente a outras doses, visto que a
instabilidade gendmica pode ser mais severa quando utilizada em doses mais elevadas;
tornando assim, os pacientes sob tratamento mais suscetiveis ao surgimento de neoplasias,

considerando a correlag@o existente entre mutagenicidade e carcinogenicidade.

Além disso, ressaltamos que o tratamento simultineo do antilethsmanial com um
reconhecido antioxidante, o dcido ascorbico, foi capaz de reduzir a instabilidade gendmica,
mas ndo impossibilitou a fixacdo de mutagdes. Dessa forma, reforcamos a necessidade da
realizagdo de trabalhos que identifiquem compostos com atividade antioxidante que sejam
capazes de modular a acdo do farmaco exercendo atividade antimutagé€nica efetiva. Nessa
perspectiva, é importante também avaliar a influéncia desses moduladores sobre a eficicia do
antimonial para que redug¢do na frequéncia de mutacOes ndo comprometa de forma

significativa a atividade leishmanicida do farmaco.
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of action is not completely understood. We have evaluated the induction of DNA damage by miltefosine.
Cytotoxicity and genotoxicity (comet assay) tests were performed on human leukocytes exposed to the
drug in vitro. Apoptosis and necrosis were also evaluated. In vivo tests were conducted in Swiss male
mice (Mus musculus) treated orally with miltefosine. Oxidation of DNA bases in peripheral blood cells
was measured using the comet assay followed by digestion with formamidopyrimidine glycosylase (FPG),
which removes oxidized guanine bases. The micronucleus test was performed on bone marrow erythro-
cytes. Miltefosine caused DNA damage, apoptosis, and necrosis in vitro. Mice treated with miltefosine
showed an increase in the DNA damage score, which was further increased following FPG digestion. The
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micronucleus test was also positive.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Miltefosine (hexadecylphosphocholine) was developed as an
anticancer drug. The antileishmanial activity of this agent was dis-
covered through in vitro and in vivo tests [1]. Miltefosine has been
in use since 2002 as the first and only orally administered drug to
treat leishmaniasis, in India, South America, and Germany [2]. In
2011, miltefosine was included as an antileishmanial drug in the
World Health Organization list of essential medicines [3].

Miltefosine is a simple, very stable, relatively safe, and highly
effective drug. Cure rates in India are 97% for Leishmania dono-
vani, 91% for L. panamensis in Colombia, and 53% for L. braziliensis
and L. mexicana in Guatemala [4]. In Brazil, the response rate for L.
braziliensis is 75% |5] and 71.4% for L. guyanensis [6].

Miltefosine belongs to the class of zwitterionic surfactants; it
is structurally similar to biological membrane phospholipids [7].
It interacts with protozoan cell membranes, then quickly reaches

* Corresponding author at: Av dos Portugueses, 1966, Cidade Universitaria do
Bacanga. Sdo Luis - MA. CEP 65080-805, Brazil.
E-mail address: ifepv@yahoo.com.br (P.V. Castelo Branco).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mrgentox.2016.06.007
1383-5718/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

subcellular membranes, where it can affect metabolism [8,9].
Hence, the cell membrane is considered the main site of action;
mitelfosine is inserted in the phospholipid membrane by miscibil-
ity and through interaction with membrane sterols [10]. The drug is
transported into the cell through a protein complex in the parasite’s
plasma membrane [3].

The use of miltefosine for the treatment of leishmaniasis is con-
sidered very beneficial due to its lower toxicity and side effects
compared to those of pentavalent antimonials and also due to its
easier administration [11]. Effective oral medication against leish-
maniasis is critical because this disease is prevalent in poor regions,
such as India, Bangladesh, Nepal, and Brazil; oral administration
would increase adherence to the treatment [12].

Miltefosine is well absorbed orally and is rapidly distributed
throughout the body. It accumulates in the liver, spleen, kidneys,
lungs, and adrenal glands; it is slowly metabolized by liver phos-
pholipases, and urinary excretion is minimal [13,14]. Prolonged
treatment (28 d) is required and the drug has a long half-life
(approximately 150 h) [15].

Pentavalent antimonial agents are the most commonly used
antileishmanial drugs worldwide, despite studies that have
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reported their high toxicity [16,17], genotoxicity, and mutagenicity
[18].

The Food and Drug Administration (FDA) described possible
mutagenic effects of miltefosine, based on seven mutagenicity
tests. Only one of the tests gave positive results [19]. The objective
of the present study was to evaluate the interaction of miltefosine
with the genetic material.

2. Materials and methods

Miltefosine capsules (Impavido®-50 mg) were kindly provided
by Prof. Dr. Carlos Costa from the Leishmaniasis Laboratory (Labo-
ratério de Leishmanioses — [LabLeish]) of the Federal University of
Piaui (UFPI), Brazil. For the assays, capsules were dissolved in dis-
tilled water. All concentrations were previously assayed for cellular
viability based on the World Health Organization recommended
dose of 2.5 mg/kg/day.

2.1. Invitro assays

All in vitro assays were carried out on peripheral blood leuko-
cytes obtained from three male and three female volunteers.
Inclusion criteria were: 19-30 years of age, healthy, non-smoker,
medication-free, and chemotherapy- or radiation therapy-free for
the last six months (Ethics Committee Opinion n° 1.284.493-
UFMA). Peripheral blood (20 mL) was collected from each subject in
heparinized tubes; leukocytes were obtained using Ficol Paque™
Plus. Cells were uniformly diluted in RPMI culture medium, 5 mL,
exposed to the drug immediately (time 0), and harvested after 3
and 24 h (for the comet assay and cell viability) and after 48 h for
the cell death assays. For the negative control, cells were grown
in RPMI 1640 medium alone. For the positive control, cells were
treated with H0,, 10 vol (30 mg/mL), 10 L, for 10 min.

2.1.1. Cell viability

Cell viability was determined in a pilot test (100, 50, 25, and
10 pg/mL) by adding trypan blue (0.4%, 10 L) to cell suspension,
10 p.L. One hundred cells were counted for each treatment and the
cultures had to have >70% viable cells to be used [20]. We performed
cytotoxicity tests at both exposure times (3 and 24 h). The final
concentrations established were C1 (0.25 pg/mL), C2 (0.5 pg/mL),
and C3 (1.0 pg/mL).

2.1.2. Comet assay

Leukocytes were grown for 3 and 24 h in PB-MAX™ medium
(Gibco® Life Technologies™). Then, low-melting-point agarose
(0.5%, 200 L) was added to cell suspension, 100 L. This mix-
ture was dropped on slides pre-treated with normal melting point
agarose (1.5%) and cooled for 5 min. After solidification, the slides
were immersed in lysis buffer (2.5M NacCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Tris, 10% dimethyl sulfoxide, 1% Triton X-100, pH 10.0) and refrig-
erated overnight at 4 °C. Subsequently, the slides were incubated
in alkaline solution (10 M NaOH, 0.2 M EDTA, and distilled water,
pH 13.0) for 20min at 4°C. Electrophoresis was performed for
25min/25V (0.72V/cm)/300 mA. Slides were neutralized (0.4M
Tris/HCI, pH 7.5), dried at room temperature (22-25°C) and fixed
in 100% ethanol for 4 min. Then, slides were submitted to 20 jLg/mL
ethidium bromide [21,22] and analyzed under a fluorescence
microscope (Olympus BX61).

One hundred nucleoids were analyzed by considering size and
amount of DNA present in the comet tail. The damage was classi-
fied into five levels: Class 0, no damage (<5%); Class 1, low damage
(5-20%); Class 2, moderate damage (20-40%); Class 3, high damage
(40-94%); Class 4, total damage (>95%) [23]. The damage score was

obtained by multiplying the number of nucleoids in each class by
the respective class value, according the equation:

Score = [(0xng) + (1xny) + (2Xn2) + (3xn3) + (4xn4)]/total number of cells

2.1.3. Cytotoxicity assay

After 48h culture, an aliquot (50 L) of cell suspension was
stained with 2.5 uL of a fluorescent dye mixture (5 pg/mL propid-
ium iodide, 15 pg/mL fluorescein diacetate, 2 jLg/mL Hoechst 3334
and 15 pLPBS, pH 8.0) and then incubated at 37 °C for 5 min [24]. Six
repetitions were performed for each treatment; 500 cells from each
animal were analyzed using a fluorescence microscope (triple-band
filter), totaling 3000 cells per treatment group. Cells were classified
as normal (spherical nuclei stained in blue and cytoplasm stained
in green), necrotic (spherical nuclei stained in red), or apoptotic
(blue-stained nucleus with apoptotic bodies and green cytoplasm)
[25].

2.2. Invivo assays

2.2.1. Animals

The Animal Ethics Committee of the Federal University of
Maranhdo (Protocol no. 23115-009229/2014-21) approved all
experimental procedures. Male Swiss Mus musculus mice (n=25)
weighing 30 g were obtained from the Animal Breeding Unit (Fed-
eral University of Maranhdo, Sdo Luis, MA, Brazil). The animals
were kept in a well cross-ventilated room at 21 + 2 °C with rela-
tive humidity 44-56% and light and dark cycles of 12 h. They had
access ad lib to sterilized food and water.

2.2.2. Doses and treatment

To perform in vivo tests, miltefosine (Impavido®) doses were
established based on the recommended dose for treating leishma-
niasis, according to the WHO, which is 2.5 mg/kg over 28 d, for
cumulative dose =70 mg/kg. Thus, each group of animals received
an acute treatment at one of three doses (35; 70; and 140 mg/kg).
All treatments were administered orally in volumes of 0.1 mL/10g
of body weight. The negative control group received distilled
water and the positive control group received cyclophosphamide
(50 mg/kg) intraperitoneally. The animals were euthanized 24 h
after receiving the drug.

2.2.3. Comet assay

The standard alkaline comet assay was performed using periph-
eral blood cells. After 24 h treatment, a small incision was made on
the extremity of the animal’s tail to collect 5 p.L peripheral blood,
which was mixed with 100 pL low-melting-point agarose (0.5%).
Then, this mixture was transferred to slides with normal-melting-
point agarose (1.5%). The subsequent steps were as previously
described for the comet assay in vitro.

The comet assay was followed by FPG (formamidopyrimidine-
DNA glycosylase) digestion to test whether miltefosine induces
DNA damage by base oxidation. The FPG FLARE™ kit (Trevigen,
Gaithersburg, MD) was used following the protocol described by
Gajski et al. [26]. After the lysis step, the slides were immersed in
1 x FLARE TM (Trevigen) for 30 min. Then, each slide was treated
with 150 pL FPG solution, covered with a coverslip, and incubated
at 37 °C for 45 min in a moist chamber. The coverslips were then
removed and the electrophoresis, neutralization, fixation, staining,
and analysis steps were performed as previously described for the
in vitro comet assay.

2.2.4. Micronucleus test
The micronucleus test was performed in bone marrow cells col-
lected from the same animals used for the comet assay. Briefly,
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Fig. 1. Cell viability (%) detected in human leukocytes (n =6 volunteers) in vitro treated with different concentrations of miltefosine (Impavido®) for 3 and 24 h. A: concen-
trations lower than 70% viability; B: concentrations higher than 70% viability. NC: negative control (water).

Table 1
DNA damage scores (mean + SD) and frequency of comet classes detected in human leukocytes treated with different concentrations of miltefosine (Impavido®) in vitro for
3and 24h.
Groups Class (%) Scores Mean + SD
0 1 2 3 4
3h
NC 86.5 7.5 2.0 1.8 2.2 0.26+0.012
PC 0.0 0.0 0.2 11.6 88.2 3.88+0.06"
C1 79.0 12.8 3.6 1.6 3.0 037+0,172
Cc2 80.2 10.5 33 3.0 3.0 0.38+0.182
a3 80.5 9.2 3.2 2.8 4.3 0.41+0.15°
F=762.35
p<0.0001
24h
NC 86.7 7.8 1.7 1.8 2.0 0.25+0.15°
PC 0.0 0.2 0.7 10.3 88.8 3.88+0.08"
C1 61.1 20.2 5.0 7.5 6.2 0.83-+0.28¢
Cc2 58.7 18.4 3.7 10.7 8.5 0.77 £0.28¢
Cc3 64.9 13.1 4.5 9.0 8.5 0.83+£0.23¢
F=259.14
p<0.0001

Different letters denote statistical difference among groups (p <0.01 by Tukey test).
F refers to the ANOVA's statistic.

NC: negative control (water); PC: positive control (cyclophosphamide 50.0 mg/kg); C1: 0.25 pg/mL; C2: 0.5 pg/mL; C3: 1.0 ug/mL.

after collecting blood, the animals were euthanized by anesthe-
sia overdose (xylazine, 1 mL/kg and ketamine, 0.1 mL/kg). Next,
femurs and muscles were removed, and epiphyses were cut. The
bone marrow was removed by aspiration with fetal bovine serum.
The cell suspension was centrifuged for 5min at 1000 rpm. The
supernatant was discarded and a slide smear was made with the
remaining material. The material was fixed in absolute methanol
for 10 min, and then stained with May Grunwald-Giemsa diluted
in a phosphate buffer (pH 6.8). This stain differentiates young or
polychromatic erythrocytes (PCEs) (light, purplish blue) from nor-
mochromatic erythrocytes (NCEs) (light red) [27].

The toxicity of miltefosine (Impavido®) was estimated using
1000 erythrocytes per animal by calculating the PCE/NCE ratiMore-
over, 20000. Moreover, 2000 PCE for each animal were analyzed to
determine the frequency of micronucleated cells.

2.3. Statistic analysis

The normality of the data was analyzed by the Shapiro-Wilk
test. The nonparametric Kruskal-Wallis test was applied to analyze
the comet assay data, followed by Tukey’s test. The comparison
between the damage score obtained from both the comet assays
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Table 2

37

DNA damage scores (mean + SD) and frequency of comet classes detected by the alkaline comet assay in peripheral blood of Swiss Mus musculus mice treated with different

doses of miltefosine (Impavido®) for 24 h.

Groups Classes (%) Scores Mean + SD
0 1 2 3 4

NC 50.0 374 5.8 3.2 3.6 0.73+0.1¢

PC 30.2 23.8 18.4 11.8 15.8 1.59+0.3Y

D1 21.6 194 13 124 344 220+0.2<"

D2 19.0 19.8 12 114 37.2 2.27+0.1¢

D3 18.2 19.2 12.0 13.6 37.0 232402
F=54.1067
p<0.0001

Different letters denote statistical difference among groups (p <0.05 by Tukey test; * p<0.05, ** p<0.01).

F refers to the ANOVA's statistic.

NC: negative control (water), CP: positive control (cyclophosphamide 50 mg/kg), D1: 35 mg/kg, D2: 70 mg/kg, D3: 140 mg/kg.
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Fig. 2. Cell death induced by miltefosine (Impavido®) in human leukocytes from
volunteers (n=6) treated for 48 h in vitro.
X2 test * p<0.05; ** p<0.0001.

NC: negative control (culture medium RPMI 1640), C1: 0.25 pg/mL, C2: 0.5 pg/mL,
C3: 1.0 pg/mL.

(standard and FPG version) was performed by Student-T test. The
micronucleus and the cell death assays were analyzed by Chi-
square test (p<0.05) [28].

3. Results
3.1. Cell viability

Viability tests were initially performed in cells treated with mil-
tefosine at concentrations of 100, 50, 25, and 10 pg/mL, which
revealed cell viability lower than 70% (Fig. 1A). The final concentra-
tions were established as 0.25, 0.5, and 1.0 p.g/mL, which revealed

3,5
3
2,5
2
15
1

05

NC PC

COCOMETA ALCALINO

D1

no cytotoxicity after 3h and 24h of exposure, compared to the
negative control. The viability values were 82.8%, 82.2%, 81.2% and
89.3%, respectively. Similarly, 24 h exposure to miltefosine resulted
in 80.0%, 79.5%, 80.0%, and 85.8% viability, respectively (Fig. 1B).

3.2. Miltefosine (Impavido®) induces DNA damage in vitro

Table 1 shows the damage scores obtained from the comet assay.
Significant differences in the damage scores were not observed
at 3 h for any concentrations (0.25, 0.5, and 1.0 wg/mL). However,
when cells were exposed for 24 h, there was a significant increase
in the damage scores at all concentrations tested (p<0.01) com-
pared to the negative control, providing evidence of miltefosine
genotoxicity.

3.3. Miltefosine (Impavido® ) induces cell death by necrosis and
apoptosis

Significantincreases in the frequencies of necrotic and apoptotic
cells were observed for all miltefosine (Impavido®) concentrations
(0.25, 0.5, and 1.0 pg/mL) when compared to the negative con-
trol group (p <0.05); Fig. 2. However, no differences were observed
among the concentrations.

3.4. Miltefosine (Impavido®) induces DNA damage in vivo

Table 2 shows the DNA damage scores calculated from the stan-
dard comet assay data. Miltefosine was genotoxic to all groups (35,
70, and 140 mg/kg) (p <0.01), but significant differences were not
observed among the three doses. The miltefosine damage score was

oo

D2 D3

m COMETA ALCALINO +FPG

Fig. 3. DNA damage scores detected by conventional alkaline comet assay and the comet sssay followed by Formamidopyrimidine-DNA glycosylase (FPG) digestion (n=5

animals per group).
*t test p<0.05

NC: negative control (water), PC: positive control (cyclophosphamide 50.0 mg/kg), D1: 35 mg/kg, D2: 70 mg/kg, D3: 140 mg/kg.
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Table 3

Frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) in bone marrow
of swiss mice (n=>5 animals per group) treated intraperitoneally with miltefosine
(Impavido®).

Grupos PCE PCEMNs %o MEDIA + DP PCE/NCE
NC 10000 26 2.6+0.04 1.03

PC 10000 202 20.24+0.31° 0.65

D1 10000 94 9.4+0.32" 1.14 s
D2 10000 95 9.5+0.40 1.01 "
D3 10000 91 9.1+0.32 0.86 s

X2 test * p<0.0001 compared to the negative control group.

NC: Negative control (water), PC: positive control (50.0 mg cyclophosphamide/kg)
D1: 35 mg/kg, D2: 70 mg/kg, D3: 140 mg/kg; ns: no significant difference compared
with NC.

also significantly higher than that for the positive control group
(cyclophosphamide).

3.5. Miltefosine (Impavido® ) induces DNA damage by oxidation
of its bases

Based on the previous results, the comet assay with Fpg diges-
tion was performed. The data showed an increase in DNA damage
in the positive control and at the two higher doses of miltefos-
ine (p<0.05). On the other hand, there was no difference for the
negative control (Fig. 3).

3.6. Miltefosine (Impavido®) induces micronuclei in vivo

The PCE/NCE ratio demonstrates that miltefosine (Impavido®)
was not cytotoxic at any of the three doses (p>0.05). The fre-
quencies of micronuclei in the negative and positive controls
were within the expected range. A significant increase (p <0.05)
in PCEMN is observed at the three miltefosine doses when com-
pared to the negative control. Statistically-significant differences
were not observed among the miltefosine doses (Table 3).

4. Discussion

Our data demonstrate that miltefosine (Impavido®) is geno-
toxic. The in vitro comet assay indicates that DNA damage did
not occur during the 3h treatment time at any concentrations
(0.25, 0.5, and 1.0 p.g/mL). However, cells exposed to all miltefo-
sine concentrations for 24 h had significant damage compared to
the negative control. High frequencies of necrotic and apoptotic
cells were observed after 48 h drug exposure. These findings cor-
roborate the results of Jiménez-Lopez et al. [29], who observed
cytostatic and apoptotic activity in HepG2 cells (human hepatoma)
treated with miltefosine. These authors [30] suggested that pro-
gramed cell death processes may be related to specific changes in
lipid metabolism. This hypothesis was confirmed when the authors
observed that miltefosine alters cholesterol metabolism, which
prevents its transport from the plasma membrane to the endoplas-
mic reticulum. They concluded that miltefosine leads to apoptosis
due an accumulation of compounds in membrane regions rich in
cholesterol and sphingolipids.

The strong interaction of miltefosine with bilayers rich in choles-
terol was also noted by Sa et al. [31]. The authors confirmed
that cholesterol depletion in the endoplasmic reticulum inhibits
cholesterol esterification and, hence, signaling cell death by apo-
ptosis. These studies support the findings of Li et al. [32], who
demonstrated that cholesterol-depleting agents induce apoptosis
in cancer cells, which have lipid regions rich in cholesterol. Consid-
ering that miltefosine is a cholesterol-depleting agent, these data
may suggest the possible efficacy of miltefosine as an antitumor
agent.

We also noted a high frequency of necrotic cells. According to
Elmore [33], this type of cell death is related to direct damage
inflicted on the cell membranes when their integrity is broken. Fur-
thermore, the necrosis is also related to the removal of cancer cells
[34,35], which once again supports the action of miltefosine as an
antitumor agent.

Our results also demonstrated increases of genomic insta-
bility in mice receiving miltefosine at all doses (35, 70 and
140 mg/kg), revealing a damage score higher than the positive
control treated with cyclophosphamide (50 mg/kg), a known muta-
gen and carcinogen. In addition, the in vivo comet assay followed
by formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG) digestion was
performed to determine the mechanism by which this damage
occurs. FPG is a repair endonuclease which recognizes oxidized
purine bases, particularly 7,8-dihydro-8-oxoguanine (8-0xoG). FPG
removes the products of guanine oxidation, causing more DNA
fragmentation and an increased damage score compared to the
standard comet assay [36]. At 70 and 140 mg/kg miltefosin, a signif-
icant increase in damage was seen with FPG treatment, indicating
that the drug causes DNA oxidation. Our data suggest that cell
death induced by miltefosine may result from DNA damage due
to oxidation of purine bases.

Genomic lesions induced by the accumulation of 8-0xoG are
usually repaired by base excision, which functions to maintain the
integrity of the genome and reduce the rate of mutations [37]. How-
ever, if damage levels are high and DNA is not repaired, mutations
may become permanent. DNA damage activates checkpoint regula-
tors, such as p53, SMC1, FANCD2, BRCA1, that promote interruption
of the cell cycle and apoptosis. Impairment of any of these regula-
tors increases mutagenesis, which can lead to carcinogenesis [38].
In this study, we also noted a high frequency of micronucleated
cells following miltefosine treatment. This suggests that the dam-
age observed in the comet assay was not repaired and, therefore,
the resulting mutations were fixed.

In summary, our findings demonstrate genotoxic and mutagenic
effects of miltefosine. We also suggest that the mechanism of geno-
toxic action for miltefosine may be purine base oxidation. Other
authors have reported that miltefosine leads to production of reac-
tive oxygen species in yeast [39]. Our data indicate cell death by
necrosis, which can be explained by the action of miltefosine on
lipid membranes, as proposed by other authors. These results pro-
vide insight into the mechanisms of action of miltefosine and may
assist the development of strategies to reduce its side effects and
improve treatment efficacy.

The present study is the first to assess the genotoxic and muta-
genic effects of miltefosine in animals treated with an acute dose.
Pre-clinical studies are needed to evaluate the genotoxic effects of
this drug under chronic-use conditions. Since miltefosine is already
being used to treat leishmaniasis, monitoring its possible genotox-
icity in patients is recommended.
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ABSTRACT

This study investigates the deleterious effects of early and prolonged exposure to
high-sucrose diet on motor and cognitive functions of adult rats and its relationship
with hippocampal endoplasmic reticulum (ER) stress. Weaned Wistar male rats fed
with high-sucrose diet until adulthood (HSD; 6-months-old) were compared to both
age-mated lean adult rats and middle-aged lean rats (OLD; 20-months-old).
Metabolic syndrome (MetS) development; serum redox profile; behavioral, motor
and cognitive functions; and hippocampal gene/protein expressions for ER stress
pro-adaptive and pro-apoptotic pathways, as well as senescence markers were
assessed. Prolonged exposure to HSD induced MetS with marked body weight
gain associated to central obesity, hypertriglyceridemia-based dyslipidemia, insulin
resistance and oxidative stress. HSD rats showed motor and cognitive decline
similar to OLD animals. Noteworthy, HSD rats presented marked hippocampal ER
stress characterized by failure of pro-adaptive signaling and increased expression
of Chop, Parp-1 and p21, markers of cell death and aging, whereas the anti-
apoptotic factor Bcl2 was reduced. This panorama was alike that found in OLD
rats. In toto, our data showed that early and sustained exposure to high-sucrose
diet induces MetS, which subsequently disrupt hippocampus homeostasis leading

to premature impairment of motor and cognitive functions in adult rats.

KEYWORDS
High-sucrose diet; Metabolic syndrome, Hippocampus, ER stress, Cognitive and

motor impairments.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome (MetS) is a worldwide alarming public-health concern
related to excess energy intake associated to sedentary lifestyle, which lead to
metabolic dysfunctions highly associated with increased risk of cardiovascular
diseases, type 2 diabetes mellitus (T2DM), and all-cause mortality (1). Clinical
criteria for MetS demands the presence of at least three out of the following: insulin
resistance (IR), central adiposity, impaired glycemic profile, atherogenic
dyslipidemia, nonalcoholic steatohepatitis and hypertension (2). Nevertheless,
recent studies have increasingly shown an association of MetS dysfunctions,
especially T2DM and obesity, with impaired cognitive function and all-types

dementias, independently from advanced age (3).

Hippocampus is a key cerebral area classically responsible for cognitive
processing made by its two-third dorsal area, but whose role have been expanded
by studies showing that neurons projecting from hippocampal ventral region toward
amygdala and ventral striatum are involvement in motor and behavioral modulation
(4, 5). Moreover, hippocampus also acts as a neuroendocrine interconnector
between metabolic signals and cognitive functions, particularly in obesity models
based on dietary fructose (6). The importance of this relationship is further
supported by the description that mature neurons from dentate gyrus are able to
produce and secrete insulin (7). Currently, it is well established that metabolic
dysfunctions; such as progressive IR, lipolysis inhibition, impaired control of
hepatic glucose production and triglyceride secretion; are directly involved in
cellular aging (8), through mechanisms potentially shared by aging- and obesity-
triggered processes (9). Meanwhile the pathways involved in this shared
deteriorating signaling is still unclear, endoplasmic reticulum (ER) stress has
emerged as a potential underlying condition linking those pathways.

ER stress can be defined as an unbalance between misfolded proteins
overload in ER lumen and its limited capacity to handle such aberrant proteins
(10). To control ER stress, a complex network of adaptive signaling, known as
unfolded protein response (UPR), is activated in ER lumen to rescue ER
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homeostasis and ensure cell survival (11). However, under persistent unresolved
ER stress, UPR migrates from an adaptive to a pro-apoptotic pattern that ultimately
leads to early cell death (12). Recently, ER stress has emerged as a key agent to
IR onset, by acting as a negative modulator of insulin signaling (13, 14). Aging, in a
similar way, takes to progressive declines in expression/activity of ER chaperoning
system and subsequently, compromise proper protein folding and UPR-adaptive
responses (15). Several neurodegenerative age-related diseases have been
associated with this aberrant protein accumulation, particularly Alzheimer and
Parkinson's diseases (16).

In a previous report, we showed that MetS induced by early exposure to
high-sucrose diet triggers ER stress pathways leading to activation of hippocampal
pro-apoptotic signaling and mild motor and behavioral impairments but with no
cognitive deficit in young rats (3-months-old) (17). Thus, in the present study we
supportively show that sustained exposure to the same diet until 6-months-old
deepened ER stress-driven hippocampal damage and accelerated cognitive
decline in a fashion very similar to 20-months-old lean rats, which emphasize the
dysfunctional outcomes of early MetS onset on neuromotor and cognitive health of

young-to-adult subjects.

RESULTS

Early and sustained exposure to high-sucrose diet induces metabolic
syndrome phenotype in adult rats

Early and sustained feeding of weaned rats with high-sucrose diet induced
MetS-related disorders assessed at adulthood (6 months-old) mainly characterized
by increased body weight associated to higher Lee Index, which infers obesity
development, besides reduced caloric intake in HSD rats, as compared to CTR
(Figure 1A-C). Additionally, HSD rats showed increased visceral and non-visceral
fat pads accumulation (Figure 1D-F), as well as heavier livers (Figure 1G)
containing expressively more ectopic fat (Figure 1H) than CTR ones. On the other
hand, posterior skeletal muscles were atrophied in HSD (Figure 11).



107
108
109
110
111
112
113
114
115

116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

127
128

129
130
131
132
133

134

135
136

In accordance to the obese phenotype, HSD rats presented higher blood
glucose levels in both fasting and fed states (Figure 2A and D, respectively), which
was consistent with their impaired glucose tolerance, as assessed in the ipGTT
test (Figure 2B and C). Curiously, insulin-induced glucose disappearance rate
(KITT) did not differ between groups (Figure 2E and F), whereas HSD rats were
hyperinsulinemic in comparison to CTR (Figure 2G). Notwithstanding, calculation
of HOMA Indexes suggested an increased secretory capacity of pancreatic 3-cells
(Figure 2H) and lower peripheral insulin sensitivity (Figure 2l) induced by sustained
HSD feeding.

To further characterize the metabolic changes caused by early and
sustained consumption of sucrose, animals’ lipid profile was assessed. Serum
triglycerides and free fatty acid levels were augmented by nearly 241.7% and
109.9%, respectively, in HSD group (Figures 2J and K), while no differences were
detected for total cholesterol and its fractions (data not shown). Finally, as an
attempt to associate triglyceride production with hepatic insulin sensitivity,
calculation of TyG Index showed HSD group to present higher values (Figure 2L),
which was consistent with hepatic IR. In a whole, this set of data supports that
early and sustained exposure to high-sucrose diet induces MetS, mainly
characterized by central obesity, disturbance of glucose-insulin axis, and peripheral
as well as hepatic IR.

Metabolic syndrome induced by high-sucrose consumption promotes serum
redox unbalance and oxidative damage

Assessment of serum redox profile showed HSD group had increased
SOD and CAT activities by approximately 15% and 28%, respectively (Figures 3A
and B), whereas GPx activity was reduced in nearly 62% (Figure 3C). Accordingly,
HSD rats presented higher lipid peroxidation, as demonstrated by a 20% increase

of MDA levels in comparison to CTR (Figure 3D).

Metabolic syndrome induced by high-sucrose consumption impairs motor,
behavioral and cognitive functions
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In order to verify central repercussions of MetS phenotype induced by early
and sustained exposure to high-sucrose consumption, both CTR and HSD rats
were subjected to neurofunctional tests and additionally compared with the
performances of the OLD group. In rotarod test, time spent on rod was decreased
in 48.9% and 99.1% in HSD and OLD groups, respectively (Figure 4A), depicting
substantial motor deficit. Meanwhile, animals’ performance in the open field test
revealed increased anxiogenic behavior in HSD group, characterized by a 62%
higher ambulation, an outcome not observed in OLD rats when both groups were
compared to CTR (Figure 4D). Nevertheless, other anxiety-related stereotyped
behaviors were not observed in any group.

Cognitive capacity, represented by spatial learning and memory retention,
was assessed through the water maze test. HSD rats spent more time to find the
hidden platform throughout the 3-days trial period, as compared to CTR (Figure
4B). Noteworthy, OLD rats did not show the same adaptive behavior observed in
the others, since the time spent to find the platform did not decay in the 2" and 3™
days. At 4" day, memory assessment displayed both HSD and OLD rats had
significant impairment of memory consolidation, since these animals spent,
respectively, 38% and 25% less time in the correct quadrant in relation to CTR
(Figure 4C).

Failure of pro-adaptive and activation of pro-apoptotic pathways anticipates
hippocampal senescence in cognitively deficient HSD rats

Hippocampus role is not restricted to cognitive functions but rather
influence other brain areas responsible for metabolic, motor, and behavioral control
(18). Thus, we next investigated whether the disruption of hippocampus
homeostasis underlies the cognitive impairment observed in HSD, as well as OLD
rats. Assessment of several markers involved in pro-adaptive UPR signaling
showed reduced gene expression of UPR sensors (lre1a, Perk and Atf6) in both
HSD and OLD groups to levels lesser than half that found in CTR (Figures 5A-C).
Gene expression of ER chaperones (Grp78, Pdi A2, Calnexin and Calreticulin) was
similarly reduced in HSD, while only Pdi A2 and Calnexin were decreased in OLD
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rats (Figures 5D-G), a finding further supported by decreased protein expression of
chaperones Grp94 and Grp78 in the same groups (Supplementary Figure 1). Bdnf,
a factor related to neural plasticity, was significantly less expressed in HSD and
OLD rats (Figure 5H), meanwhile expression of Nrf2, a nuclear factor related to
antioxidant defense, was unchanged in HSD but increased in OLD rats (Figure 5I).

Regarding the triggering of UPR pro-apoptotic pathways, hippocampal
gene expression of Bcl2, an important anti-apoptotic factor, was reduced in HSD
and OLD groups (Figure 6A); an effect oppositely corroborated by increased gene
(Figure 6B) and protein (Supplementary Figure 2) expressions of Chop, an
apoptotic factor, in HSD, but not in OLD rats. Surprisingly, Caspase 3 gene
expression was strongly decreased in the same groups (Figure 6C). Assessment
of p53 and p21 gene expression, two genes intimately related to cell senescence,
showed they were, as expected, augmented in the OLD group (Figures 6D and E).
It is noteworthy that p21 gene expression was also increased in HSD, suggesting
an accelerated neuronal aging. Notwithstanding, Parp-1 protein expression
revealed a 40-kDa band, which is compatible with its cleavage by calpain, an
important marker of cell necrosis (19).

DISCUSSION

The exponential rise of worldwide sucrose consumption during the last
decades has been directly correlated to the epidemic growth of MetS and its
associated dysfunctions, affecting individual quality of life and health insurance
systems (20, 21). Besides its peripheral metabolic damages, MetS has also been
classified as an age-related illness with important impact on cognitive decline in
both humans and rodents (6). Nevertheless, we have recently shown that rats fed
a high-sucrose diet since weaning already presented MetS along with motor and
behavioral impairments at young age (3-months-old), which were ascribed to
hippocampal ER stress (17). Thus, in this study, we expanded those findings by
showing that rats’ exposure to the same diet until adulthood (6-months-old) not
only aggravates metabolic dysfunctions and serum oxidative profile, but worsens

hippocampus-driven neuronal functions, especially cognition, as consequence of
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the precocious failure of UPR pro-adaptive responses, as well as increased
expression of neuronal aging and cell death markers.

Exposure of HSD rats to high-sucrose diet until 6-months-old deepened
the obesogenic phenotype as compared to previously described young HSD
animals (17). Particularly, HSD body weight gain was mainly associated with
strong central obesity and IR, which concurred with hypertriglyceridemia-based
dyslipidemia, glucose intolerance, hyperinsulinemia, and ectopic accumulation of
fat in the liver, features not found in CTR rats. Those alterations might be primarily
attributed to the high consumption of sucrose, since glucose elicits insulin release
toward its own uptake by insulin-sensitive tissues, whereas fructose is promptly
uptaken via hepatic GLUT-2 and partially converted into fatty acids through de
novo lipogenesis that favors triglycerides synthesis and VLDL secretion (22).
Noteworthy, fructose-induced de novo lipogenesis and its metabolic outcomes
have be shown to be exacerbated upon co-ingestion with glucose than fructose
alone (23).

In addition to MetS development, our adult HSD rats showed motor and
cognitive impairment compatible with the middle-aged (20-months-old) OLD rats.
Motor deficit in rotarod test is generally associated with increased body mass,
skeletal muscle atrophy — both of them found in adult HSD rats — as well as motor
neuron degeneration (24). Nevertheless, since young HSD rats displayed deficient
performance on rod, without increased body mass or muscle atrophy (17), we
speculate that degeneration of motor-controlling brain areas would be the primary
cause. This assumption is corroborated by findings that mice fed a high-fat diet for
10 months poorly performed on rotarod in a way not correlated with adipose mass
increase (25). Fructose-induced obesity has also been related to long-term spatial
memory impairment subsequent to hippocampal IR (26-28) which results from
elevated triglycerides levels that penetrate the blood-brain barrier and interfere with
insulin signaling (27). Other MetS risk factors, such as hyperglycemia,
hyperinsulinemia, and peripheral IR might contribute for hippocampal IR
development as well (29, 30). Accordingly, high sucrose intake did not impair
cognitive functions on young HSD rats (17), which were later characterized as yet
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non-insulin resistant (unpublished data), but did in the adult HSD rats herein
described. Besides IR, serum oxidative stress has also been enrolled as a potential

trigger of cognitive decline secondary to hippocampal homeostasis disruption (31).

ER stress pathways have emerged as a common mechanism underlying
neuronal damage induced by oxidative stress, IR and/or aging (15, 32). Our adult
HSD rats presented remarkable hippocampal ER stress mainly characterized by
failure of pro-adaptive signaling, as depicted from very low gene expression of
UPR-sensors, chaperones and Bdnf. On the other hand, gene expression of Chop
and p21, both of them markers of cell death and aging, were increased, whereas
the anti-apoptotic factor Bcl2 was reduced. OLD rats presented a very similar
profile, excepting that Chop expression was not increased. Unexpectedly, caspase
3 expression was heavily decreased in both HSD and OLD groups. Hippocampus
of 6-months-old diabetic db/db mice has been shown to have decreased
gene/protein expression of pro-adaptive sensors Grp78, Grp94 and Xbp1, as well
as lower Xbp1 spliced/unspliced ratio (33); similarly to the profile found in cortical
brain samples from 24-months-old non-obese/non-diabetic C57bl/6 mice, which
displayed reduction of elF2a phosphorylation and Grp78 expression along with
increased expression of Chop and Caspase 12 (34). Alike, progressive failure of
neuronal UPR pro-adaptive pathways has been also noticed in middle-aged (35)
and aged Wistar rats (36), rendering this as a hallmark of idiopathic neuronal
aging.

The scenario in our adult HSD rats demonstrates a worsen and irreversible
hippocampal damage, since they further presented high expression of a 40 kDa
fragment of Parp-1, a finding consistent with its cleavage by calpain (19), which
may lead to inhibition of Parp-1 role on genome integrity maintenance, as well as
generalized proteolysis followed by necrosis and/or apoptosis in a caspase-
independent way (37). Increase Parp-1 cleavage by calpain has also been found in
brain ischemia and neurodegenerative diseases such as Alzheimer, Parkinson and
Huntington's disease (37-39). All cognitive impairments found in both HSD and
OLD groups seem to be intrinsically linked to the reduced expression of Bdnf, a
capital factor for neurogenesis, cellular differentiation, and hippocampal plasticity
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that promotes Ire1a phosphorylation and Xbp1 splicing toward UPR-pro-adaptive
responses (40-42). Notwithstanding, augmented gene expression of p21, despite
unchanged p53, in adult HSD rats supports acceleration of hippocampal
senescence and telomere shortening by sustained exposition to high-sucrose diet
and agrees with demonstration of premature aging in obese Agouti mice (43).

Collectively, data herein shown reinforce the harmful consequences of
early and sustained introduction of refined sugars to daily diets. To the best of our
knowledge, this work originally shows that MetS induced by high sucrose intake
accelerates hippocampal aging and establishes a series of biochemical and
functional impairments subsequent to the disruption of ER homeostasis.
Furthermore, it corroborates the hypothesis that obesity and correlated metabolic
disturbances hastens cellular aging by subsequently promote ROS over
generation, antioxidant defense insufficiency, and ultimately DNA damage and
aging (9), to which we add UPR ineptitude as an underlying mechanism. Finally, in
spite of the fact that this study has successfully established a direct relationship
between cognitive losses and MetS-driven hippocampal ER stress, it still remains
unknown whether diet exchange for a low-sugar one would mitigate/revert this
morbid condition.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Experimental Design

Weaned male Wistar rats provided by the animal facility house of the
Federal University of Maranhdo [postnatal day (pnd) 21; 51.07 + 0.57 g] were
randomized into two groups: control rats (CTR; n = 7), fed a standard chow
(Nuvital®, Nuvilab, Brazil) composed by 55.4% total carbohydrate (10% sucrose),
21% proteins, 5.2% total lipids, totaling 1473.5 kJ-100 g*; or high-sucrose diet rats
(HSD, n = 7), fed a high-sucrose but isocaloric chow composed by 65% total
carbohydrates (25% sucrose), 12.3% proteins, 4.3% total lipids, totaling 1456.7
kJ-100 g™, as previously described (17). Both groups were followed for 24 weeks
until 6-months-old. To provide an aging control, an additional group of 20-months-
old non-obese rats (OLD, n = 7) was introduced 30 days before the end of the
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experimental period. Animals were maintained in a controlled room (21 + 2 °C;
60% humidity and 12h light/dark cycle) with water and chow ad libitum.

Throughout dietary interventional period, body weight and energy intake

were assessed twice a week. Lee index (body weight (g)""*

-naso-anal length (cm)
'.1000) was calculated every month for assessment of obesity development (44).
Behavioral and cognitive tests were performed during the last week before
euthanasia. Paralleling, animals were also subjected to intraperitoneal glucose and
insulin tolerance tests. At pnd 180, overnight fasted animals were anesthetized
(40:10 mg/kg ketamine:xylazine solution) for blood and tissue collection upon
laparotomy, as well as craniotomized for hippocampus dissection. Retroperitoneal,
periepididymal and mesenteric white adipose tissue fat pads, liver and posterior
skeletal muscles (gastrocnemius and soleus) were weighed for morphometric
assessment and expressed as tissue mass (g) per 100 g body weight. Liver
samples were also used for fat liver content measurement. Serum samples were
used for the assessment of biochemical, hormonal and redox profiles, whereas
hippocampi homogenates were used for gene/protein expression protocols. All
procedures were performed in accordance with the rules of Brazilian Council for
the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and approved by the Ethical
Committee on Animal Use and Welfare of the Federal University of Maranhao,
under ruling number 23115.009595/2014-81.

Assessment of behavioral, cognitive and motor functions

In order to assess exploratory and anxiety-like behavior, animals were
individually placed at the center of a lit Plexiglas circular arena (140 cm?), divided
in 9 quadrants, for 5 min. The total number of quadrant crossings, frequency of
entrances in the central quadrant and stereotyped behaviors were recorded for
subsequent analysis (45). Rotarod equipment was used to assess the neuromotor
activity. Briefly, animals were accommodated on rod and trained 3 times a day for
4 consecutive days. At day 5, animals were fasted for 2h before experimental
performance, when the rod was set at 12 rpm and the latency to fall was recorded

in seconds for a maximum of 5 min (46).
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To assess spatial learning/memory functions, animals were subjected to
water maze test (47). The apparatus consisted of a circular fiberglass pool filled
with water and divided into four quadrants with presence of visible clues to the rats
in the walls. A hidden escape platform was submerged so that it reached 1.5 cm
below the water surface in the pre-set quadrant. Animals were trained for 3
consecutive days, when they were individually released into the water from one of
the four quadrants, facing maze wall, and allowed to swim for 60 s to find the
hidden platform. Rats that failed to locate the platform were gently guided to the
platform and allowed to stay on it for 30 s. Each rat received 4 trials per day for 3
consecutive days. Latency to find the hidden platform was recorded for spatial
learning assessment. At day 4, the platform was removed and the animals
released in the center of the pool to swim for 120 s. The time spent in the quadrant
where platform was expected to be was recorded for memory retention
assessment.

Assessment of serum biochemical and redox profiles

Serum samples were used for colorimetric measurement of triglycerides,
total cholesterol and fractions (Labtest, Brazil) and free fatty acids (Sigma-Aldrich,
USA) levels according to manufacturer’s instructions. Insulin levels were assessed
by radioimmunoassay using '*l-labeled human insulin as tracer, rat insulin as
standard and rat insulin antibody, as elsewhere described (48). Redox profile was
assessed by measuring serum malondialdehydes levels (MDA) (49), as well as
antioxidant enzymes activities, namely superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and gluthathione peroxidase (GPx), according to manufacturer’s instructions
(Cayman Chemical, USA).

Assessment of glucose-insulin axis function

For intraperitoneal glucose tolerance test (jpGTT), animals were submitted
to 8h fasting prior to administration of glucose 2 g/kg. Tail vein blood drops were
collected immediately before (time 0) and 15, 30, 60 and 120 min after glucose
bolus for glucose measurement through glucometer (Accucheck Active®, Roche
Diagnostic, Germany). Data were expressed as area under glycemic curve (AUC).
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Similar procedure was carried out for intraperitoenal insulin tolerance test (jpITT),
excepting animals were fed and received 1 Ul/kg insulin (Humulin 70/30%, Lilly,
USA). Glucose disappearance rate (kITT) was derived from ITT curve and
calculated as 0.693/ ti2 (50). Peripheral insulin sensitivity was inferred by
calculation of homeostasis model assessment (HOMA) Index (HOMA-IR = fasting
glucose (mM)-fasting insulinemia (uU/ml)-22.5") and HOMA Index of PB-cell
function (HOMA-B = (fasting insulin (uU/ml)-20)-(fasting glucose (mM) — 3.5)" (51).
Hepatic IR was inferred from TyG index calculation [In-(fasting glucose
(mg/dL)-fasting triglyceride (mg/dL))-27"] (52).

Assessment of liver fat content

Liver fat accumulation was assessed from 500 mg liver samples, as
previously described (53). Briefly, samples were homogenized with
chloroform/methanol solution (2:1) and resulting supernatant was paper-filtered
and diluted in 0.9% NaCl (5:1). The organic phase was collected, air-flow oven-
dried at 40 °C and for the measurement of the total fat content (mg) per tissue
mass (g). The total fat was resuspended in Triton X/methanol (2:1) for colorimetric
measurement of triglycerides and total cholesterol. Results were expressed as

triglycerides (mg) per tissue mass (g) and total cholesterol (mg) per tissue mass
(9)-
Gene expression by real time PCR (qPCR)

Hippocampi samples (n = 5) were used for RNA extraction using Trizol®
(Invitrogen, Germany) as manufacturer’s instructions. RNA samples (3 ug) were
converted into cDNA using Super Script || Reverse Transcriptase® (Invitrogen,
Germany). The gPCR amplification and Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-
UDG (Invitrogen, Germany) detection were performed using the 7500 Realtime
PCR Applied Biosystems®, USA. Reactions were incubated at 50 °C for 2 min and
95°C for 2 min followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. To melt
curve stage, reactions were incubated at 95 °C for 15s, 60 °C for 60 min and 95 °C
for 15 s. Primers were designed using Primer Express® software (Applied
Biosystem, USA) and manufactured by Invitrogen, Brazil (Supplementary Table 1).
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All samples were normalized to the relative levels of GAPDH and results were

2 -AACT

expressed as the fold change (FC) values of , as determined by real-time

amplification.
Protein expression by immunoblotting

Hippocampi samples (n = 5) were homogenized in lysis buffer containing
protease inhibitors (1 ug/mL aprotinin, 1 uyg/mL leupeptin, and 10 mM PMSF). After
protein quantification by Bradford reagent method, aliquots (30 pg) were diluted in
sample buffer, subjected to 12% SDS-PAGE, and transferred to nitrocellulose
membranes. Detection of specific proteins was performed by incubating
membranes with primary antibodies [anti-Kdel (1:1000; Enzo Life Sciences, USA),
anti-Pdi (1:1000; Thermo Fisher Scientific, USA), anti-Chop (1:1000; Thermo
Fisher Scientific, USA) and anti-Parp-1 (1:2500; Calbiochem, USA)], followed by
peroxidase-conjugated secondary antibodies and revealed by chemiluminescence
method (peroxidase-H>O»-luminol). Results were expressed as a relative density.
Equal amount of protein in each lane was confirmed by hybridization with an anti-§3-
Actin (1:1000; Sigma Aldrich, USA).

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using GraphPad Prism 7.0 software
(GraphPad Software Inc., USA). Data were expressed as mean +* SEM and
submitted to normality test (Kolmogorov-Smirnov) followed by parametrical
analysis through unpaired t test (one-tailed) or one-way ANOVA (post test
Newman-Keuls) for a significance level of 5% (p < 0.05).
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Figure legends

Figure 1. Morphometric parameters. A, weight gain (g) and AUC; B, Lee index
(" - cm™ x 100); C, energy intake (Kcal/100g/day) and AUC; D, weight of
retroperitoneal fat (g/100g BW); E, weight of periepididymal fat (g/100g BW); F,
weight of mesenteric fat (9g/100g BW); G, weight of liver (g/100g BW); H, fat
deposited in liver (g/liver weight); 1, weight of skeletal muscles (g/100g BW)
assessed in rats fed a standard chow (CTR, n = 7) and high-sucrose diet (HSD, n
= 7) until 6-months-old from weaning. Points and bars represent mean + SEM
(unpaired t-test one-tailed). *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001.

Figure 2. Glucose-insulin axis function assessment. A, Fasting blood glucose
levels (mg/dL); B, blood glucose levels (mg/dL) during intraperitoneal glucose
tolerance test (ipGTT); C, AUC of ipGTT; D, fed blood glucose levels (mg/dL); E,
blood glucose levels (mg/dL) during intraperitoneal insulin tolerance test (ipITT); F,
blood glucose desapearence rate (KITT); G, serum insulin levels (uLU/mL); H,
HOMA-B; |, HOMA-IR; J, serum triglyceride levels (mg/dL); K, serum free fatty
acids (mM); L, TyG index assessed in rats fed a standard chow (CTR, n = 7) and
high-sucrose diet (HSD, n = 7) until 6-months-old from weaning. Points and bars
represent mean + SEM (unpaired t-test one-tailed). *p < 0.05; **p < 0.01, ***p <
0.001.

Figure 3. Serum redox profile. A, superoxide dismutase activity (U/mL); B,
catalase activity (nmol/min/mL); C, glutathione peroxidase activity (nmol/min/mL);
D, serum MDA (uM) assessed in rats fed a standard chow (CTR, n = 7) and high-
sucrose diet (HSD, n = 7) until 6-months-old from weaning. Bars represent mean +
SEM (unpaired t-test one-tailed). *p < 0.05; **p < 0.01.

Figure 4. Motor, behavioral and cognitive assessments. A, motor skills
assessment by time on rod (s) in rotarod test; B, spatial learning assessment by
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latency time (s) to find the hidden platform in water maze test; C, memory
assessment by time spent (s) in the correct quadrant in water maze test; D,
behavioral assessment by frequency of total crosses, central and peripheral
squares entries, rearings, groomings and defecation in open field test assessed in
rats fed a standard chow (CTR, n = 7) and high-sucrose diet (HSD, n = 7) until 6-
months-old from weaning, and middle-aged (20-months-old) animals fed a
standard chow (OLD, n = 7). Points and bars represent mean £+ SEM (One-way
ANOVA Newman Keuls). *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001 when compared to
CTR; *p < 0.05 when compared to OLD; and *p < 0.01 when compared to HSD.

Figure 5. Expression of UPR pro-adaptive markers in hippocampus. Relative
MRNA expression of UPR sensors Ire1a (A), Perk (B) and Atf6 (C); chaperones
Grp78 (D), PdiA2 (E), Calnexin (F) and Calreticulin (G); neural plasticity Bdnf (H);
and antioxidant defense Nrf2 (I) assessed in hippocampus of rats fed a standard
chow (CTR, n = 7) and high-sucrose diet (HSD, n = 7) until 6-months-old from
weaning, and middle-aged (20-months-old) animals fed a standard chow (OLD, n =
7). All samples were normalized to the relative levels of GAPDH and results are

expressed as the fold change values of 2%4¢T

, as determined by real-time
amplification. Bars represent mean + SEM (One-way ANOVA Newman Keuls). *p <
0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001 when compared to CTR; *p < 0.01 when compared

to OLD; and **p < 0.001 when compared to HSD.

Figure 6. Expression of cell death and senescence markers in hippocampus.
Relative mRNA expression of anti-apoptotic marker Bcl2 (A), and pro-apoptotic
markers Chop (B) and Caspase 3 (C); Calpain presence inferred by PARP-1
protein expression (D); and relative mRNA expression of senescence markers p53
(E) and p21 (F) assessed in hippocampus of rats fed a standard chow (CTR, n = 7)
and high-sucrose diet (HSD, n = 7) until 6-months-old from weaning, and middle-
aged (20-months-old) animals fed a standard chow (OLD, n = 7). Gene

expressions were normalized to the relative levels of GAPDH and results are
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expressed as the fold change values of 2°4¢T

and protein expression are
expressed as a relative density normalized by anti-3-Actin. Bars represent mean +
SEM (One-way ANOVA Newman Keuls). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 when
compared to CTR; *p < 0.05, *p < 0.01 when compared to OLD; and *p < 0.05

when compared to HSD.

Figure 1. Morphometric parameters.
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658 Figure 4. Motor, behavioral and cognitive assessments.
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661 Figure 5. Expression of UPR pro-adaptive markers in hippocampus.
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Figure 6. Expression of cell death and senescence markers in hippocampus.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION

Table 1. Primers sequence

Genes* Foward primer Reverse primer Amplicon GenBank n?
Gapdh 5-GAGACAGCCGCATCTTCTTGT-3’ 5-CGACCTTCACCATCTTGTCTATGA-3* 62 NM_017008.4
Irela 5-GGATGTGAGTGACCGAATAGAAAA-3* 5-TCCAACTGCCGCACGAT-3 60 NM_001191926.1
Perk 5-GGCTGGTGAGGGATGGTAAA-3’ 5-TTGGCTGTGTAACTTGTGTCATCA-3' 64 NM_031599.2
Atfé 5-TTCTCTGATGGCCGTGCAT-3 5-TGAAGATGACCCACAGAACCAA-3 65 NM_001107196.1
Grp78 5-AAAGAAGGTCACCCATGCAGTT-3’ 5-GCCGCTGTGCATCATTGA-3 59 NM_013083.2
Pdi A2 5-GCACCTGGTCACAGAATTCAAC-3’ 5-TGAGGATCCTGGCTGCAAA-3’ 62 NM_001105775.2
Calnexin 5-TGCGGTGGTGCCTACGT-3 5-GGAGTCTTGTCGTGGAATTGATC-3 74 NM_172008.2
Calreticulin  5-GCCAGACACTGGTGGTACAGTTC-3*  5-AATATCGACTGTGGGGGCG-3 60 NM_022399.2
Bdnf 5-CACTTTTGAGCACGTGATCGA-3 5-AGAAGGTTCGGCCCAACG-3’ 59 NM_001270630.1
Nrf2 5-CCCATTGAGGGCTGTGATCT-3’ 5-GCCTTCAGTGTGCTTCTGGTT-3 60 NM_031789.2
Bcl2 5-GGGATGCCTTTGTGGAACTATATG-3' 5-CAGCCAGGAGAAATCAAACAGA-3 62 NM_016993.1
Chop 5-TGGCACAGCTTGCTGAAGAG-3 5-TCAGGCGCTCGATTTCCT-3 54 NM_001109986.1
Caspase 3 5-TTTGCGCCATGCTGAAACT-3 5-ACGAGTGAGGATGTGCATGAAT-3’ 59 NM_012922.2
p53 5-AAGACCAAGAAGGGCCAGTCTA-3’ 5-CAATGATCAAGAAAGTGGGGC-3’ 61 NM_030989.3
p21 5-CCTCCGCTGGGAACGTT-3 5-GCATAACTTCTGCTCAAGCACG-3 56 NM_031550.1

28

* Gapdh: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Ire1a: Inositol-requiring enzyme 1 alpha; Perk: Protein kinase RNA-like ER kinase; Atf6:
Activating transcription factor 6; Grp78: Glucose regulated protein 78; Pdi A2: Protein disulfide isomerase family A, member 2; Calnexin;
Calreticulin; Bdnf: Brain derived neurotrophic factor; Nrf2: Nuclear factor, erythroid derived 2, like 2; Bcl2: B-cell CLL/lymphoma 2; Chop: C/EBP-
homologous protein; Caspase 3: caspase 3; p53: Tumor protein p53; p21: Cyclin dependent kinase inhibitor 1A.
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Supplemental Figure 1.

0.39 34
=L
T3 v 3 :
g s 0.24 g s 24
T = ® =
[

E3 ER
ZO (3 0.1 ‘23 (\5 14 i

0.0- 0-

« Grp94

« B-Actin « B-Actin

-
o
1

Normalized
Pdi levels
o

T

Lo ]

Normalized
Calreticulin levels

0.0-

0.0-

« Calreticulin

« B-Actin « B-Actin

Supplemental Figure 1. Protein expression of luminal ER-chaperones in
hippocampus. Protein expression of Grp94 (A), Grp78 (B), Pdi (C) and
Calreticulin (D) assessed in hippocampus of rats fed a standard chow (CTR, n =
7) and high-sucrose diet (HSD, n = 7) until 6-months-old from weaning, and
middle-aged (20-months-old) animals fed a standard chow (OLD, n = 7).
Proteins expressions are expressed as a relative density normalized by anti-f3-
Actin. Bars represent mean + SEM (One-way ANOVA Newman Keuls). *p <
0.05, ***p < 0.001 when compared to CTR; and *p < 0.05 when compared to
HSD.
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Supplemental Figure 2.
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Supplemental Figure 2. Protein expression of Chop in hippocampus.

Protein expression of Chop assessed in hippocampus of rats fed a standard
chow (CTR, n = 7) and high-sucrose diet (HSD, n = 7) until 6-months-old from
weaning, and middle-aged (20-months-old) animals fed a standard chow (OLD,
n = 7). Proteins expressions are expressed as a relative density normalized by
anti-p-Actin. Bars represent mean £ SEM (One-way ANOVA Newman Keuls).
*p < 0.05, ***p < 0.001 when compared to CTR; and "p < 0.05 when compared

to OLD.
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Il - Objetivos:

O presente projeto objetiva investigar o mecanismo de aghao pelo qual o antimonial
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genéticos ja sdo descritos. O presente projeto propoe realizar estudos que apontam os genes
relacionados a via de formagao de radicais de oxigénio como um provavel mecanismo do
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