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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

lvana D’Almeida Melo

As leishmanioses fazem parte de doencas negligenciadas, por acometer, em sua grande
maioria, pessoas de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, para as quais empresas
farmacéuticas tem pouco interesse em financiar o desenvolvimento de novos medicamentos. O
tratamento € feito utilizando antimoniais pentavalentes como primeira escolha, pentamidina (Pt),
miltefosina (Mt), anfotericina B e sua formulag&o lipossomal. Todos causam efeitos adversos e
exibem crescentes casos de resisténcia, logo ha a necessidade de se desenvolver terapias mais
seguras, eficazes e de curta duragéo. Neste trabalho, primeiramente, foi testada a atividade fenotipica
de 18 novos compostos (ftalazinonas e imidazéis - inibidores de fosfodiesterases (PDE), imidazois
inibidores de hiossintese de ergosterol (EBI), além de quinolinas) comparando-os com dois farmacos
de referéncia (Pt e Mt), em esquemas de monoterapia por ensaios sobre amastigotas obtidas de
lesdes na pata de camundongos inoculados com Leishmania amazonensis, comparando ainda com
acdo sobre as formas intracelulares presentes em macréfagos infectados in vitro. Dentre esses
compostos, 09 ndo foram ativos, com ECso > 50 uM. Os mais promissores foram as ftalazinonas e
imidazéis inibidores de PDEs (NPD001, NPD0O08, NPD040, NPD029, NPD3115, NPD3124, NPD3125,
NPD3126) e o VNI (EBI), com acéo leishmanicida moderada (ECso entre 10,15 e 44 uM), sendo
menos efetivos que Mt e Pt (ECso 4 e 1,5 uM, respectivamente). Ensaios de toxicidade dos melhores
compostos sozinhos e em combinacéo, sobre cultivos de macréfagos revelaram que os compostos
sozinhos, tém valores de LCso > pentamidina (LCso = 15,2 pM), sendo, portanto, menos toxicos.
Porém, quando comparados a miltefosina (LCso = 157,6 pM), as ftalazinonas e o imidazol NPD3126
foram mais citotéxicos. O indice de seletividade (IS) também foi calculado, e todos os compostos
tiveram IS inferior aos dois farmacos. Os compostos mais potentes (NPD001, NPD008, NPD040,
NPD3115 e NPD3126) foram selecionados para estudos de combinacéo com Mt e Pt e também entre
si, sendo ainda avaliados em modelos ex vivo. Em todas as combinagfes, a natureza da interacéo foi
de aditividade ou “sem interagédo”, segundo classificagdo por Odds (2003). Com relagdo aos ensaios
de toxicidade das combinacdes testadas, houve perda de viabilidade celular (> 56%) somente nas
maiores concentragdes das proporcdes estudadas. Por fim, de modo a comparar e validar os dados
obtidos, realizamos ensaios in vitro com amastigotas intracelulares de L. amazonensis localizadas em
culturas de macréfagos. NPD008, NPD3126 e a Pt exibiram superiores poténcias leishmanicidas
sobre os parasitos intracelulares em comparagdo as amastigotas livres obtidas de lesdo, com os
seguintes valores de ECso: pt: 0,35 pM e 1,5 uM; NPDO008: 2,38 uM e 10,8 pM e NPD3126: 5,0 uM e
10,15 pM, respectivamente. NPDOO8 teve o valor de ECso (2,38 puM) inferior ao da miltefosina (5,0
UM) e melhor IS (17) comparado aos demais compostos testados, e assim, seguiu para os estudos de
combinagé@o sobre amastigotas intracelulares de L. amazonensis. A semelhanca do observado com
amastigotas livres, NPD0OO08 + Pt resultou em perfil de aditividade (xZFICI = 1.39). Nas propor¢des
nao toxicas de 80:20, 60:40 e 40:60 de NPDO0O08 + pt observamos reducdo da carga parasitaria
superior a 85 %, alcancando em algumas proporcées indices de supresséo igual a 98 % e mesmo
100 % de reducdo no percentual e nimero de parasitos por célula hospedeira. A microscopia
eletrdnica de varredura revelou que NPD008 + Pt induziu alteragc8es sugestivas de inibicdo de divisdo
celular, com grande numero de amastigotas duplicadas e ndo dissociadas, resultando em extensos
grumos parasitarios, como ja reportado para Trypanosoma brucei incubado com inibidores de PDEs.
Nosso estudo revela o efeito promissor de inibidores de PDEs sobre Leishmania amazonensis, em
especial em esquemas de combinacdo, que merece ser explorado em futuros ensaios in vivo visando
futuro desenvolvimento de novos farmacos para terapia das leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmanioses, quimioterapia experimental, Leishmania amazonensis
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

lvana D’Almeida Melo

Leishmaniasis belong to the distinct group of neglected diseases, named so for their
endemicity mostly in countries under development, therefore attracting low interest of pharma
industries to research new medicines. The treatment of leishmaniasis uses pentavalent antimonials as
the first choice: pentamidine (Pt), miltefosine (Mt), amphotericin B and its liposomal formulation. All of
them cause adverse effects and resistant cases have been increasing. Thus, there is an urgent need
to develop new alternative therapies that are safer, more effective, in short-term treatment, and
accessible for all the patients. The present work, first, tested the phenotypic activity of 18 new
compounds (ftalazinones and imidazoles inhibitors of phosphodiesterase (PDE), imidazoles inhibitors
of ergosterol biosynthesis (EBI), and quinolines), comparing them with two reference medicines, Pt
and Mt, in monotherapy activity assays with amastigotes obtained from footpad lesion of mice
experimentally infected with Leishmania amazonensis, and also comparing with the in vitro activity on
intracellular forms present in infected macrophages. Among the compounds, nine showed no activity,
with ECso > 50 pyM. The most promising were the ftalazinones and imidazoles inhibitors of PDEs
(NPDO001, NPDO008, NPD040, NPD029, NPD3115, NPD3124, NPD3125, NPD3126) and VNI (EBI),
that presented moderate leishmanicidal activity (ECso from 10.15 to 44 pyM), being less effective than
Mt and Pt, which ECso values were 4 and 1.5 uM, respectively. The best compounds were also tested
for toxicity alone and in combination on macrophage cultures. In the monotherapy toxicity assays,
LCso > pentamidine (LCso = 15.2 pM), being, therefore, less toxic. However, when compared to Mt
(LCso0 = 157.6 pM), the ftalazinones and the imidazole NPD3126 were more cytotoxic. Selectivity index
(SI) was also calculated, and all tested compounds had Sl lower than the two medicines. The most
potent compounds (NPD001, NPD008, NPD040, NPD3115 e NPD3126) were selected for combined
therapy assays with Mt and Pt, and also with one another, being evaluated in ex vivo models. All
combinations showed additivity or “no interaction”, according to the classification of Odds (2003).
Regarding the toxicity assays of the tested combinations, there was loss of cell viability (> 56 %) only
at the highest concentrations of the proportions between the compounds. Finally, to compare and
validate the data obtained, in vitro assays were performed with intracellular amastigotes of L.
amazonenses in macrophage culture. NPD008, NPD3126 and Pt exhibited higher leishmanicidal
potency upon the intracellular parasites in comparison to the free amastigotes obtained from footpad
lesion, with the following values of ECso: Pt: 0.35 pM and 1.5 pM; NPDO008: 2.38 uM and 10.8 pM; and
NPD3126: 5.0 uM and 10.15 pM, respectively. NPD0OO08 presented lower ECso (2.38 uM) than Mt (5.0
UM) and better SI (17) in comparison to the others tested compounds, therefore being suitable to
follow to combination studies on intracellular amastigotes of L. amazonensis. Similarly, to the result
upon free amastigotes, NPD008 + Pt resulted in additivity (xZFICI = 1.39). However, in the non-toxic
proportions of 80:20, 60:40 and 40:60 of NPDO08 + Pt, the reduction of parasite load observed was
higher than 85 %, reaching suppression indexes equal to 98 % or 100 % reduction of parasites inside
the host cell in some proportions. The analysis with scanning electron microscopy revealed the
incubation of the NPD008 + Pt with free amastigotes, there were alterations suggestive of inhibition of
cell division processes, with a high number of duplicated non-dissociated amastigotes, resulting in
extensive parasite agglomerates, as previously reported for Trypanosoma brucei incubated with PDE
inhibitors. The present study shows the promising effect of PDE inhibitors on L. amazonensis
amastigotes, particularly in combination schemes, that deserve to be further investigated in in vivo
studies, aiming to the development of new drugs for therapy of leishmaniasis.

Key words: Leishmaniasis, experimental chemotherapy, Leishmania amazonensis
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1 INTRODUCAO

1.1 Breve histérico das leishmanioses

A descricdo mais antiga das leishmanioses no Velho Mundo data de 2000
a.C. feita no Papiro Ebers (mais extenso registro médico do Egito antigo), no qual a

doenca foi mencionada como “Nile Pimple” (Oumeish, 1999).

1.1.1 Origem nas Américas

Sabe-se que a chegada e colonizacdo de portugueses e espanhdis ao
continente americano trouxeram nao s6 uma cultura diferente da populacéo indigena
residente (como catequizacdo), mas também sua exploracdo e mortalidade em
massa, através de doencas do Velho Mundo, antes ndo conhecida pelo povo do
Novo Mundo, como febre amarela, maléria, sarampo, variola etc (Altamirano-Enciso
et al., 2003). No entanto, algumas enfermidades, como as leishmanioses, pareciam
ja causar grande numero de mortes antes mesmo da chegada dos europeus.

Diversos cronistas do século XVI escreveram sobre a cultura dos povos
autoctones. Dentre eles, podem-se destacar cronistas do territério andino como o
espanhol Pedro Pizarro, que em 1533 relatou a presenca de indios com a chamada
“‘doenca dos narizes”, na qual se observava alta frequéncia de lesbes mucosas em
uma regido oriental alta, de clima quente e imido (Altamirano-Enciso et al., 2003).

J4 em 1586, um padre, Rodrigo de Loayza, também fez observacbes de
lesbes vistas em indios em terras andinas no Peru. A doenca descrita pelo
sacerdote acometia a mucosa nasal e foi chamada de “andeongo” (que seria a
leishmaniose mucocutanea — LMC) (Altamirano-Enciso et al., 2003).

No inicio de 1903, o patologista James Homer Wright denominou de
Helcozoma tropicum o parasito encontrado em lesdes cutaneas de uma crianca da
Siria (Arménia) com suspeita de “botdo do oriente” que, em 1906, Max Lihe
denominou de Leishmania tropica. Em maio de 1903, William Boog Leishman e
Charles Donovan obtiveram independentemente bidpsias de 6rgdos de soldados
mortos na india, sendo identificado o agente etiologico do calazar, classificado como
membro da familia Trypanosomatidae. Sendo assim, o médico inglés Ronald Ross
(0 mesmo que demonstrou que a malaria era transmitida pelo mosquito do género

Anopheles e desvendou o ciclo do parasito causador desta doenca) nomeou 0O
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parasito de Leishmania donovani, sendo a leishmaniose visceral descrita apenas ao
final da década de 1940, na india (Oumeish, 1999; Altamirano-Enciso et al., 2003).

A descoberta de que L. donovani e L. tropica eram tripanossomatideos foi
feita através de visualizagdo de formas flageladas em meio &gar sangue in vitro por
Rogers e Nicolle (1904) e Carlos Chagas (1908) (Altamirano-Enciso et al., 2003).

Com relacdo ao surgimento das leishmanioses no continente americano,
houve muita discussdo e uma das teorias € que teria surgido no Peru e Bolivia,
sendo que um dos indicios seriam as ceramicas (huacos) feitas por esses povos,
gue retratavam figuras humanas com enfermidades (Figura 1) (Altamirano-Enciso et
al., 2003).

Figura 1. Huaco (ceramica de origem peruana). Ceramica exibindo lesdo nasal e de labio superior
indicando provavel LMC. Retirado de Altamirano-Enciso et al., 2003.

Em 1914, Gaspar Vianna introduziu como tratamento das leishmanioses
tegumentares o antimonial (tartaro emético), que também era utilizado no tratamento

da doenca do sono (tripanossomiase africana) (Altamirano-Enciso et al., 2003).

1.1.2 Dispersao no Brasil

Por causa da relacdo historica das leishmanioses e proximidade da regido da
Bolivia e Peru, pode-se estimar que a regido amazonica foi por onde se iniciou a
leishmaniose tegumentar (LT) no Brasil. A doenca foi depois difundida para outras

regibes do pais, sendo bastante provavel que tenha relacdo com a introducéo pelo
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proprio homem ou animais domeésticos, na qual a populagédo de flebotominios tenha
aumentado devido a atividades humanas, resultando na maior oferta de sangue
como alimento juntamente com a diminuicdo de predadores do inseto vetor
(Marzochi & Marzochi, 1994).

Houve duas migracdes principais que podem justificar a disseminacéo de LT
para outras regides do Brasil. A primeira foi por causa de uma grande seca que
ocorreu na regiao nordeste e que fez muitas pessoas migrarem para a Amazobnia
(1877-1880), onde permaneceram trabalhando na extracdo de borracha (1912-
1932). Apds, houve retorno ao nordeste e ida para a regido sudeste do pais para
cultivo do café (a partir de 1930), quando ocorreu uma epidemia de leishmaniose.
Outro possivel momento de dispersdo da doenca foi pelo final dos anos de 1970,
com a migracéo de pessoas de todas as regides do Brasil para o sul da Amazonia
no periodo de mineracdo do ouro. O retorno destes trabalhadores a sua regido de
origem fez com que houvesse casos de leishmaniose no sul do Brasil e em paises
como o Paraguai (Marzochi & Marzochi, 1994).

Corroborando estas hipéteses de origem e regides para onde a doenca foi
disseminada, pode-se observar que ha uma heterogeneidade genética entre
diferentes cepas de L. braziliensis do sul da Amazbénia comparando-se com a
homogeneidade das linhagens desta mesma espécie isoladas de outras regides do
Brasil (Marzochi & Marzochi, 1994).

1.2 Epidemiologia e dispersao geografica

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) de pele sdo um grupo de
doencas que primariamente acomete a pele, podendo formar inchaco, Ulceras,
manchas etc e que por ser um local aparente faz com que sejam altamente
estigmatizadas devido a possivel desfiguracdo do paciente, caso nao seja tratado,
fazendo com que este sofra problemas sociais como preconceito (WHO, 2019).
Entre essas doencas estdo as leishmanioses tegumentares, que envolve
leishmaniose cutanea (LC - forma mais comum), mucocutanea e cutanea difusa
(LCD). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, ha uma incidéncia anual
de novos casos de leishmaniose cutanea em cerca de 600 mil a 1 milhdo (WHO,
2019). Ja com relacdo a leishmaniose visceral (LV), estima-se cerca de 50 a 90 mil
Nnovos casos que, se nado tratados, serdo fatais em mais de 95% dos infectados,

sendo que com tratamento, as chances de sobrevivéncia sdo de 90 a 97%. A taxa
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de letalidade das leishmanioses é de cerca de 20 a 30 mil anuais, principalmente
pela LV (WHO, 2019). Estima-se também que haja mais de 1 bilhdo de pessoas em
risco em areas endémicas (WHO, 2019).

Em 2015, mais de 90 % dos casos da LV ocorreram em sete paises: Etiopia,
Brasil, india, Quénia, Somalia, Sudio e Sud&o do Sul; enquanto mais de dois tercos
dos novos casos de leishmaniose cutanea (LC) ocorreram em seis paises:
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Ird e Republica Arabe
da Siria (WHO, 2019) (Figura 2).

Paises que informaram casos de leishmaniose cutanea em 2015
Paises reportando coletivamente 90% dos casos de LC em 2015

Paises que informaram casos de leishmaniose visceral em 2015

[l Paises reportando coletivamente 90% dos casos de LV em 2015
Paises que informaram casos de leishmaniose mucocutanea em 2015

Figura 2. Distribuicdo das leishmanioses cuténea e visceral pelo mundo. A: Casos de
leishmaniose cutdnea no mundo; B: Casos de leishmaniose visceral no mundo. Pode-se observar
que o Brasil esta entre os paises que mais reportaram casos tanto de LC quanto LV.

O Brasil é um pais endémico para LC, LMC e LV, sendo o pais com maior
namero de casos de LC da América do Sul (WHO, 2019). Em areas altamente
endémicas, 20% dos caes possuem LV (WHO, 2019).

1.3 Leishmanioses

As chamadas “patologias negligenciadas”, como a doenca de Chagas,
leishmanioses, doenca do sono, entre outras, sdo assim nomeadas decorrente da
falta de tratamentos eficazes, acessiveis, de baixa ou sem toxicidade e de facil
administragdo (como uso oral, por exemplo). Normalmente essas patologias
acometem pessoas em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, em
populacdes de extrema pobreza, sem condi¢cdes financeiras para custear o

tratamento. Além disso, ha ainda pouco interesse das industrias farmacéuticas no
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desenvolvimento de novos tratamentos, ja que priorizam o desenvolvimento de
farmacos mais rentaveis, como aqueles relacionados a patologias degenerativas,
doencas cardiacas, problemas dermatologicos, estéticos, entre outros que afetam de
modo universal diferentes popula¢cdes mundiais (Yamey & Torreele, 2002).

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas tropicais causadas
por pelo menos 20 diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania
(Schroeder & Aebischer, 2011), podendo ser dos subgéneros Leishmania (Velho
Mundo) ou Viannia (Novo Mundo). A Leishmania é da familia Trypanosomatidae e
da classe Kinetoplastida, da qual pertencem os parasitos que possuem uma Unica
mitocdndria que contém o cinetoplasto, formado pelo KDNA (Kaufer et al., 2017).

Este protozoario é transmitido pela picada de fémeas de mais de 90 espécies
de vetores flebotomineos, normalmente encontrados em regides tropicais e
subtropicais (WHO, 2019), pertencentes aos géneros Phlebotomus spp (Velho
Mundo) ou Lutzomyia spp (Novo Mundo) (Mears et al., 2015).

Esses protozoarios podem causar um conjunto de doencas ao hospedeiro
vertebrado: desde Ulceras cutaneas (autoresolutivas) até uma patologia visceral
fatal. Os parasitos alternam entre formas amastigotas intracelulares no hospedeiro
vertebrado e promastigotas extracelulares no vetor (Kamhawi, 2006).

O ciclo de vida deste parasito é digenético, ou seja, ele passa por dois
hospedeiros para completar o ciclo, e fora do hospedeiro vertebrado, seu ciclo fica
restrito extracelularmente ao trato digestivo do hospedeiro invertebrado. A
localizacdo do parasito nos invertebrados difere nos subgéneros Leishmania e
Viannia. O primeiro é chamado de parasito suprapilar, sendo o seu desenvolvimento
limitado ao intestino médio; ja o segundo tem seu desenvolvimento no intestino
posterior, onde sdo predominantemente ligados a parede do piloro e, em menor
grau, ao ileo, e tem seu crescimento no intestino médio e no anterior sendo,
portanto, chamados de parasitos peripilares. (Lainson, Ward & Shaw, 1977). No
ciclo, o flebotomineo se alimenta do sangue do individuo e pode inocular, caso
esteja infectado, atraves da pele, as formas promastigotas metaciclicas. As
promastigotas séo fagocitadas por macréfagos ou outros fagécitos mononucleares
(neutrdfilos) e se diferenciam, intracelularmente, para a forma amastigota no interior
de vacuolos parasitéforos. As amastigotas se multiplicam e séo, apos a ruptura das
células hospedeiras, capazes de manter o ciclo no vertebrado pela infeccdo de
outras células. Durante o repasto sanguineo, os flebotomineos sugam o sangue

deste portador e acabam ingerindo macrofagos infectados com amastigotas. No
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intestino do vetor, essas amastigotas se diferenciam para promastigotas, que se
dividem e migram para o probdscide do vetor, sendo entdo capazes de serem
transmitidas aos vertebrados num novo repasto sanguineo (CDC, 2019) (Figura 3).
Quando o parasito muda de hospedeiro (invertebrado para vertebrado), estes
parasitos ficam expostos a diferentes fatores no microambiente, incluindo alteracdes
na temperatura, na natureza dos nutrientes e no pH, estresse oxidativo e, sendo

assim, é fundamental que o protozoario consiga se adaptar a essas mudancas.

Estagios no flebotomineo Estagios no hospedeiro humano
Flebotomineos fazem Promastigotas
o repasto sanguineo sdo fagocitadas
(injetam promastigotas na por macrofagos

pele

Divis3o no intestino & -
o migragic para a f
proboscide )

AU

Amastigotas trasformam-se em
promastigotas no intestino

ou outras celulas
fagociticas
(._\ mononucleares

Promastigotas sio
transformadas em

amastigotas A

o Amastigotas se multiplicam nas
células de varios tecidos &
infectam outras células

o — b

Ingestio de células e |
itad e
parasiiadas Flebotomineo faz o repasto
sanguineo (ingere macrofagos
infectados com amastigotas)

A: Estagio infectivo

r o

- . - - - L L - -
,&F Estagic de diagnostico SAFER: MEALTHIER - PEGPLE™

Figura 3. Ciclo de vida do protozoario do género Leishmania. Adaptado de:
https://lwww.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html

Clinicamente, as leishmanioses podem se apresentar como: leishmaniose
visceral (LV), que é fatal quando ndo tratada; mucocutanea (LMC), que é uma
doenca mutilante; cutanea difusa (LCD), que é causada por uma resposta imune nao
competente do hospedeiro vertebrado, levando a difusdo da doenca; e cutanea (LC),
que é incapacitante quando ha multiplas lesbes (Desjeux, 2004). Para entender
melhor este conjunto de patologias, € preciso estudar ndo somente o agente
etiolégico, no caso a Leishmania, como também a interacdo entre esse agente e

seus hospedeiros (vertebrado e invertebrado).
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1.3.1 Leishmaniose cutanea

Os determinantes relativos a incidéncia da doenca, sdo ainda pouco
conhecidos, ja que ndo existe um sistema eficiente de vigilancia epidemioldgica nas
areas remotas nas quais ela ocorre, além de muitos casos néo notificados. A LC se
manifesta através de les6es na forma de Ulceras, nddulos, papulas e placas em
partes do corpo, como bracos, pernas e face (Mears et al., 2015). Exibe multiplas
manifestacbes clinicas, sendo seu curso dependente da espécie de Leishmania
envolvida e da forma que o sistema imunolégico do hospedeiro ir4 responder a
infeccdo, sendo importantes o tipo e a magnitude desta resposta (Scott & Novais,
2016).

Os pacientes que ndo apresentam resposta eficiente de células T exibem
uma doenca grave chamada leishmaniose cutanea difusa. Por outro lado, ha
pacientes que apresentam uma resposta imune exacerbada, que desenvolvem a
doenca conhecida como leishmaniose mucocutanea, que também é grave. Ha
também os individuos que tem cura espontanea de suas lesdes (Scott & Novais,
2016).

De um modo geral, sabe-se que com relagdo ao curso da doenca e o sistema
imunologico do hospedeiro nas leishmanioses, uma resposta Thl (linfécito T helper
tipo 1) com producao de IL-12, INF-y e TNF-q, induzindo a producéo da 6xido nitrico
sintase tipo 2 (INOS) em macréfagos infectados representa uma resposta mais
promissora para a cura ou resisténcia a doenca. Ja a resposta Th2 (linfécito T helper
tipo 2), com secrecédo de IL-4 e IL-10 causa uma maior susceptibilidade e pode levar
a um curso de doenca com maiores lesdes, maior nUmero de parasitos e infeccdo
disseminada (Scott & Novais, 2016; Heinzel et al., 1989; Scott et al., 1988).

Assim, apesar de sua evolucdo benigna e alta taxa de cura espontanea, o
tratamento para a LC é indicado para erradicacédo das formas amastigotas e reducao
do tamanho das lesdes, e consequentemente menor evolucdo de cicatrizes
(Mitropoulos, Konidas & Durkin-Konidas, 2010).

1.3.2 Leishmania amazonensis

Leishmania amazonensis estd incluida nas espécies mais comuns que
causam LC encontradas no Novo Mundo (hemisfério ocidental), resultando ainda em
casos de LCD como doencga causada. Também podem causar LC as espécies L.
mexicana, L. venezuelensis, L. peruviana, L. braziliensis, L. panamensis e L.

guyanensis (CDC, 2019). Outras espécies causadoras de LC no Velho Mundo
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(hemisfério oriental) séo L. tropica, L. major, L. aethiopica, L. donovani e L. infantum
(CDC, 2019). Além de LC e LCD, a L. amazonensis também ja foi relacionada com
LMC e raramente com LV (Kevric, Cappel & Keeling, 2015) (Tabela 1).

Manifestacao Clinica Regiao Espécies

L. tropica (LMC/LV raros)

Velho Mundo*
L. major (LMC raro)
LC L. mexicana (LCD raro)
Novo Mundo** L. venezualensis (LCD raro)
L. peruviana
L. guyanensis
LC/LMC Novo Mundo**
L. panamensis
L. donovani (LMC raro)
LC/LV Velho Mundo* L. infantum (LMC raro)
L. chagasi (LMC raro)
LC/LCD Velho Mundo* L. aethiopica
LC/LCD/LMC Novo Mundo** L. amazonensis (LV raro)
LC/LMC/LV Novo Mundo** L. braziliensis

Tabela 1. Relacdo entre as espécies de Leishmania, regido encontrada e manifestacdes
clinicas. LC = leishmaniose cutanea; LCD = leishmaniose cuténea difusa; LMC = leishmaniose
mucocutanea; LV = leishmaniose visceral. * = Europa, Africa e Asia; ** = Américas. Adaptado de
Kevric, Cappel & Keeling 2015.

1.4 Tratamentos atuais

Atualmente n&o existem vacinas nem terapias que sejam consideradas
satisfatorias para as leishmanioses, logo ha a necessidade de se desenvolver
tratamentos de curta duracdo de administracdo, mais seguros, acessiveis e eficazes
(Mears et al., 2015). O tratamento mais comum tanto para a LC quanto para LV é o
uso de medicamentos de primeira linha, antimoniais pentavalentes, que s&o
medicamentos com maior tempo no mercado contra esta doenca, e melhores taxas

de cura. Apesar disso, ha lugares nos quais observa-se resisténcia dos parasitos
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aos medicamentos utilizados na clinica, além de ja terem sido reportados outros
tipos de problemas como, por exemplo, hepatotoxicidade (Kato et al., 2014). Para
solucionar este problema, sédo utilizados como alternativa ao farmaco de primeira
linha a pentamidina (utilizada principalmente para a forma cutanea difusa) (Torres-
Guerrero et al., 2017), anfotericina B (somente para LV) e a formulagdo lipossomal
da anfotericina B (AmBisome®), porém esta Ultima tem restricdo de uso devido ao
seu alto custo (Desjeux, 2004). A paromomicina ja foi demonstrada com taxas de
cura de até 97 % para LV (Jha et al., 1998), o antifingico fluconazol também ja teve
atividade relatada contra Leishmania (Alrajhi et al., 2002). A miltefosina também é
utilizada em tratamentos atuais, porém pode causar muitos efeitos adversos, como
diarreia, vémito e desidratacdo (Pandey et al., 2016). Além destes, também ja foi
relatado o uso de imiquimod, um imunomodulador, ativador da resposta imune
(Arevalo et al., 2001).

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério da Saude
recomenda um protocolo de tratamento de acordo com o tipo de leishmaniose e a
espécie relacionada. Para LC, de um modo geral recomenda-se antimoniato de
meglumina como primeira escolha ou anfotericina B lipossomal para pacientes com
50 anos ou mais, transplantados ou com insuficiéncia renal, cardiaca ou hepatica
para todas as espécies menos para L. guyanensis, onde € substituido o antimoniato
de meglumina por isetionato de pentamidina. LCD tem como primeira escolha o
tratamento com isetionato de pentamidina para todos os pacientes, exceto os com
comorbidade renal, hepatica ou cardiaca, diabéticos, gestantes e lactantes. Para
LMC, o protocolo recomenda a utilizacdo de anfotericina B lipossomal para
pacientes com idade a partir de 50 anos, insuficiéncia e transplantados renais,
cardiacos e hepaticos e gestantes, antimoniato de meglumina para pacientes com
menos de 12 anos, exceto os com as comorbidades acima, e antimoniato de
meglumina associado a pentoxifilina para todos os outros pacientes, excluindo
também os com historico de hemorragia recente, hipersensibilidade a pentoxifilina e
outras xantinas, coinfectados pelo HIV, imunossuprimidos e nutrizes (SVS/MS,
2017). Para LV o antimoniato de meglumina € o Unico medicamento de primeira
escolha, tendo outros tratamentos alternativos com anfotericina B ou sua formulagéao
lipossomal que, por causa do seu alto custo, além da dificuldade de ser sintetizada,
€ indicada somente para pacientes graves que desenvolveram insuficiéncia renal ou

toxicidade cardiaca durante o uso do antimoniato de meglumina e de outros



medicamentos de escolha com 0s quais ndo se obteve melhora ou cura clinica
(SVS/IMS, 2014).

Estratégias de novas terapias antiparasitarias incluem o reposicionamento de
farmacos/medicamentos ja utilizados para outras doencas e que possam
compartilhar alvos comuns além uso de terapias combinadas ou coadministradas,
simultaneamente ou sequencialmente (Laura et al., 2015; Garcia et al., 2014; Perez-
Mazliah et al., 2013). Um dos exemplos atuais de sucesso de terapia combinada
inclui: NECT (nifurtimox-eflornitina) para o segundo estdgio da doenca do sono,
utilizando-se 14 administragdes intravenosas de eflornitina, 2 h cada, por 7 dias e,
em paralelo, nifurtimox (via oral) por 10 dias. Outros exemplos incluem combinacdes
antimalaricas de ASAQ (artesunato-amodiaquina) e ASMQ (artesunato-mefloquina),
entre outras (DNDi, 2019). A administragdo combinada permite reduzir possibilidade
de resisténcia adquirida a farmacos por atuar sobre distintas vias e alvos
moleculares dos parasitos, com reducdo de custos, doses e perfil de toxicidade
(Nosten & Brasseur, 2002). Varios ensaios clinicos (fase Il e Ill) tem sido conduzidos
para terapia da LV na Asia e Africa, incluindo a combinacdo da anfotericina B e a
miltefosina, assim como a antimoniais, como proposta de alternativa terapéutica
(DNDi, 2019; Jha, 2006; Mcquarrie et al., 2015; Ramesh et al., 2014). Com relacéo a
LC, as combinacdes em testes clinicos incluem: associacdo de termoterapia (50°C
por 30 min) com 100-150 mg/kg de miltefosina por 21 dias (DNDi, 2019), uso de
crioterapia com antimoniais (Asilian et al., 2004) e mesmo extratos de fontes
botanicas (Parvizi et al., 2017), além de associacdo de imiquimod com antimoniais,
entre outras (DNDi, 2019). A seguir faremos uma breve descricdo de algumas
moléculas com potencial antiparasitario promissor, assim definido tendo por base

caracteristicas de compostos leishmanicidas como demonstrado na Tabela 2.
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Critério Parametro Composto “Hit” Composto “Lead”
ECso <1 uM
ECso < 10uM sobre _ ,
. o amastigotas intracelulares | Ativo contra um painel
Atividade (in vitro) de L. donovani ou L. de isolados clinicos e
infantum, IS > 20 linhagem resistente ao
antimonial
10 vezes mais ativo vs. Poténcia e seletividade
Eficacia Seletividade (in vitro) linhagem de células de superior ao “hit” (ideal =
mamiferos 50x)
> 70% de reducao de
parasitos no figado
ap6s no maximo 5
In vivo - doses de 50mg/kg
administradas por via
oral uma ou duas
vezes por dia
Usado para priorizar “hits”, “L:]?ggorﬁgéanggoc?ez\? er
DMPK in L mas nao deve ser utilizado o
. Regras de Lipinski o ~ ser utilizado como
silico como critério de selec¢éo o ~
definitivo critério de selecao
definitivo
Proceder com cuidado,
Alertas estruturais (in tegtando 0 mais ce_do
. possivel para determinar a -
silico) ~
extensdo do problema
percebido
Toxicidade Proceder com ensaios
relevantes
In vitro - (genotoxicidade, teste
AMES,
cardiotoxicidade, etc.)
N&o ser téxico para
In vivo - camundongos na dose
eficaz
: i Via sintética aceitavel para N&o ha potenciais
Perfil Rotas sintéticas . . X s
- Lo compostos e/ou analogos | impedimentos a sintese
quimico favoraveis

(< 8 passos)

em escala

Tabela 2. Critérios “hit” e “lead” para definicdo e selecio de compostos leishmanicidas sobre
a forma visceral. Adaptado de De Araujo, 2015; Katsuno et al., 2015; Don & loset, 2013; Nwaka et

al., 2009.
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1.5 Compostos ativos sobre cinetoplastideos

1.5.1 Quinolinas

As quinolinas, formadas por dois anéis aromaticos em que em um deles o
carbono é substituido por um nitrogénio (Figura 4), sé@o clinicamente conhecidas e
amplamente utilizadas no tratamento da maléaria, podendo serem identificadas na
composicdo do quinino e da cloroquina. Ao longo dos anos, o parasito responsavel
pela doenca, Plasmodium, obteve resisténcia a esses compostos, o que levou
pesquisadores a procurar novos antimalaricos, incluindo testes com hibridos
(combinacdo de duas moléculas biologicamente ativas) em que uma das moléculas

€ uma quinolina (Vandekerckhove & D’hooghe, 2015).

AN

~
N

Figura 4. Estrutura quimica das quinolinas. Retirado de Marella et al., 2012.

Pela sua alta atividade antimalarica, comecou-se a testar as quinolinas contra
outros tipos de doenca, como cancer, fungos (como Candida albicans e
Cryptococcus neoformans), bactérias (gram-positivas e negativas) e protozoarios
(como T. cruzi e L. panamensis) (Ramirez-Prada et al., 2017; Nefertiti et al., 2018).
Também foi observada atividade desse grupo de compostos contra T. brucei e
promastigotas e amastigotas de L. donovani, exibindo perfil semelhante aos
farmacos de referéncia miltefosina e pentamidina (Audisio et al., 2012). Outros
derivados quinoliticos foram sintetizados e estudados com relacdo a sua atividade
antileishmanicida sobre diferentes espécies do parasito incluindo L. amazonensis, L.
infantum e L. braziliensis, além de baixa toxicidade sobre macréfagos e heméacias
humanas (Duarte et al., 2016). Esse grupo de compostos também ja foi testado pelo
Nosso grupo sobre T. cruzi e T. brucei, sendo ativas contra estes tripanosomas em
estudos in vitro. In vivo, dentre as moléculas quinolinicas estudadas, a DB2186 foi a

mais promissora alcangcando 70% de reducdo na parasitemia em modelos de
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infeccdo aguda por T. cruzi e cura de 50% em modelos de infeccdo por T. brucei. A
quinolina DB2217 também foi ativa in vivo, tendo uma taxa de cura de 100 % em
infeccdo por T. brucei (Nefertiti et al., 2018).

Apesar do mecanismo de acao das quinolinas ainda nao estar completamente
desvendado, acredita-se que esta classe atue contra o Plamodium bloqueando a
polimerizacdo do heme (que estando livre é toxico) liberado durante a protedlise da
hemoglobina no parasito intraeritrocitico. A cloroquina e a quinidina, por exemplo, se
associam a esta forma téxica impedindo que as moléculas heme livres se liguem
para sintetizar a forma néo-toxica, hemozoina, e fazendo com que se acumule as
formas toxicas sendo prejudicial e matando o parasito (Sullivan et al., 1998). Ja para
Leishmania, foi visto em trabalhos recentes que moléculas derivadas de quinolinas
podem ter seu mecanismo de acéo ligado a interagdo com a hemina, inibindo sua
degradacdo e gerando estresse oxidativo, que ndo é neutralizado pelo sistema de
defesa antioxidante do parasito (Chanquia et al., 2019). Outro composto, QuinDer 1,
fez com que promastigotas de L. amazonensis apresentassem alta geracdo nos
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), além de alteracbes no potencial de
membrana mitocondrial, com manutencédo da integridade da membrana celular e
tendo seu mecanismo de acdo também ligado a estresse oxidativo mitocondrial
(Coimbra et al., 2016).

1.5.2 Inibidores da biossintese de lipideos

Inibidores da biossintese de ergosterol sdo amplamente usados como
antifangicos, tendo em vista que os fungos sintetizam ergosterol e ndo colesterol
como ocorre nos mamiferos. Os protozoarios assim como os fungos tem colesterol,
sendo esta via, portanto, um relevante alvo para os parasitos. Outra principal
diferenca € que os mamiferos podem retirar colesterol de sua alimentacao, ja os
fungos e protozoarios ndo podem fazer o mesmo com o ergosterol. Os esteroides
sao fundamentais funcbes celulares, modulando a fluidez, integridade e
permeabilidade da membrana celular (Sueth-Santiago et al., 2015).

A sintese de ergosterol comeca com a condensacédo de moléculas de acetil-
coenzima A (acetil-CoA), tendo varias etapas até chegar ao esqualeno, que entdo
forma o 2,3-0xido de esqualeno, que sofre uma série de cicliza¢cdes pela acdo da
enzima lanosterol sintase formando o cation protosterol, que é convertido em
lanosterol. O lanosterol sofre uma desmetilacdo no carbono da posigéo 14, formando
uma insaturacdo pela acdo da lanosterol 14a-demetilase (CYP51), enzima
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pertencente a superfamilia dos citocromos P450 (CYP). O intermediario 4,4-
dimetilcolesta-8,14,24-trienol formado é reduzido pela esterol 14-redutase e o
produto sofre duas desmetilacbes consecutivas. O produto dessas reacdes € o
zimosterol, que apdés uma série de modificacbes € convertido a ergosterol em
protozoarios e fungos (Figura 5) (Sueth-Santiago et al., 2015). O alvo dos inibidores
da biossintese de lipideos € a inibicdo da enzima 14a-desmetilase, fazendo com que

nao haja producao de ergosterol.
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Figura 5. Via biossintética de lipideos. O produto dessa via em fungos e cinetoplastideos é o
ergosterol, enquanto para os animais é o colesterol. Adaptado de Lepesheva, Friggeri & Waterman,
2018.

Dois inibidores de CYP51, VNI e VFV, foram testados pelo nosso grupo em
colaboracdo com a Dra. Lepesheva, que identificou esta classe de imidazois
inibidores de CYP51 a partir de uma biblioteca da Novartis (Soeiro et al., 2013). VNI
foi ativo sobre formas intracelulares da cepa Tulahuen e Y de T. cruzi em ensaios in
vitro (Guedes-da-Silva et al., 2017). Estes compostos foram ativos in vitro sobre
amastigotas axénicas e intracelulares de L. donovani, reduzindo a parasitemia em

89 % no caso do VFV e 60% no caso do VNI (Lepesheva et al., 2015). Nosso grupo
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também reportou que estes dois compostos (VNI e VFV) suprimem a parasitemia
(99,7% para VFV e entre 91 - 100% para VNI) in vivo em modelo murino infectado

com acepa Y de T. cruzi (Guedes-da-Silva et al., 2017).

1.5.3 Inibidores de fosfodiesterase

Inibidores de fosfodiesterases (PDEs) tem sido apontados como uma possivel
nova geracao de farmacos antiparasitarios, ndo s6 com relacdo aos parasitos do
género Leishmania, mas também outros agentes causadores de patologias
negligenciadas como a doenca de Chagas, doenca do sono e helmintos (Long et al.,
2017; Veerman et al., 2016; Seebeck, Sterk & Ke, 2011).

Ha alguns estudos sugerindo o papel de PDEs em diversos eventos celulares,
incluindo diferenciacéao celular, controle de proliferacdo e regulacdo osmatica (De
Koning et al., 2012). As PDEs sédo enzimas que hidrolisam ligacGes fosfodiéster,
incluindo as presentes em nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc), que atuam como
segundo mensageiros em varios eventos biolégicos. Em mamiferos, sdo compostas
por onze familias, que desempenham diferentes funcdes, sendo que a compreensao
destas a nivel celular e molecular pode proporcionar o desenvolvimento de
inibidores seletivos para tratamento de diversas doengas, como insuficiéncia
cardiaca congestiva (inibidores de PDE3), doenca inflamatéria das vias aéreas
(inibidores de PDE4) e, um dos exemplos mais conhecidos e de maior sucesso, para
disfuncao erétil (inibidores de PDES) (Boswell-Smith, Spina & Page, 2006).

Existem trés diferentes classes de PDE. As PDEs de classe | sdo encontradas
em vertebrados e eucariotos diversos, sendo as Unicas formas de PDEs em
eucariotos superiores (Gancedo, 2013). O genoma de cinetoplastideos codifica
quatro PDEs de classe | diferentes (PDEA, PDEB (B1 e B2), PDEC e PDED) e nao
contém membros das outras classes de PDE, como é o caso do genoma humano
(Beavo, 1995; Tagoe, Kalejaiye & De Koning, 2015). Os PDEs de classe Il séo
encontrados em certos procariotos ou fungos e em alguns eucariotos inferiores, e 0s
PDEs de classe Il sdo apenas encontrados em bactérias (Tagoe, Kalejaiye & De
Koning, 2015; Gancedo, 2013). Nos humanos, resumidamente a sinalizacdo ocorre
da seguinte forma: um determinado ligante (ex. horménio) se associa ao seu
receptor ancorado na membrana plasmatica, induzindo uma mudanca
conformacional no dominio intracelular do receptor, e resultando na interacdo com
proteina G. Esta proteina, quando em presenca de GTP (trifosfato de guanosina),

ativa a adenilil-ciclase, que por sua vez estimula a produgdo de AMPc a partir de
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ATP. O AMPc ativa a proteina-cinase A (PKA), que catalisa a fosforilagdo de outras
proteinas, resultando uma reacao a resposta celular gerada pelo ligante em questéao
(ex. horménio) (Figura 6). Um dos mecanismos de regulacdo desta resposta é a
hidrélise do AMPc/GMPc pela acdo de fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos
(Nelson & Cox, 2011). Embora o AMPc seja produzido durante todos os estdgios do
ciclo dos tripanossomatideos, suas vias de sinalizacdo sdo muito diferentes em
relacdo aos mamiferos. Diferencas de PDEs de parasitos (em relacdo a de
mamiferos) podem permitir o desenho de inibidores mais especificos e seletivos.
Algumas diferencas entre as vias de sinalizacdo de AMPc de mamiferos e
cinetoplastideos incluem: a auséncia, nos parasitos, de receptores acoplados a
proteina G, PKA inativa (descrito em T. brucei), presenca de adenilil-ciclases
distintas e estruturalmente diferentes, a essencialidade em T. brucei, entre outras.
Estes dados sugerem que PDEs possam assim, representar futuros alvos

farmacoldgicos (Tagoe, Kalejaiye & De Koning, 2015).

Primeiro mensageiro

Molécula sinal
(como a epinefrina)

Y Adenilil
Proteina G ciclase

e - ” : »
Receptor
*’i : Segundo
mensageiro

Proteina

cinase A

Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Figura 6. Demonstracdo de sinalizacdo em humanos mediada pelo segundo mensageiro AMPc.
A ligacdo do ligante ao seu receptor comega uma cascata que tem por resultado a resposta gerada
pelo ligante.

Sendo as PDEs humanas amplamente estudadas e ja em uso farmacologico,

abre-se ainda uma oportunidade que esta experiéncia possa diminuir o tempo de
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estudos em termos de seguranca em ensaios pré-clinicos para o uso deste tipo de
farmacos como agentes antiparasitarios. Outra vantagem é que como as PDEs
humanas e protozoarias tém também diferencas estruturais (ex. presenca de regiao
denominada de “P pocket” em tripanossomatideos), inibidores mais seletivos podem
ser desenhados e testados buscando ampliar a janela terapéutica. Em Leishmania, a
expressdo de LAPDEA é regulada no curso do crescimento e diferenciacdo do
parasito, sendo mais expressa em promastigotas de fase logaritmica em relacédo a
fase estacionaria e mesmos em amastigotas (Bhattacharya, Biswas & Das, 2009). A
inibicdo quimica ou o silenciamento da PDEA de Leishmania conferiram maior
resisténcia dos parasitos a pré-oxidantes, como peréxido e peroxinitrito
(Bhattacharya, Biswas & Das, 2009; Biswas, Bhattacharya & Das, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a agdo combinatéria de potenciais candidatos a farmacos sobre

formas amastigotas de Leishmania amazonensis.

2.2 Objetivos Especificos

A.

Validar a atividade leishmanicida de compostos sobre amastigotas livres pelo
método de resazurina e quantificacdo ao microscopio de luz;

Analisar a possivel acdo leishmanicida (sobre amastigotas livres) em
esquemas de monoterapia, de diferentes compostos sintéticos (ftalazinonas e
imidazéis inibidores de fosfodiesterases, quinolinas e imidazdis inibidores da
sintese de ergosterol), visando determinacdo dos valores de ECso e selecdo
para estudos posteriores de combinacéo;

Investigar efeito da combinacdo de farmacos de referéncia (pentamidina e
miltefosina) com agentes leishmanicidas (previamente selecionados nos
ensaios acima descritos) sobre formas amastigotas de L. amazonensis em
ensaios ex vivo, visando determinar os valores de ECso de cada combinacéo,
respectivos FICI e suas médias (xZFICI) para determinagdo da natureza de
interacao;

Identificar a toxicidade de moléculas isoladas e de suas combinacdes sobre
culturas ndo infectadas de macréfagos peritoneais, para determinacdo dos
valores de LCso;

Investigar efeito dos agentes leishmanicidas (previamente selecionados nos
ensaios acima descritos) isolados ou em combinacdo aos farmacos de
referéncia (pentamidina e miltefosina) sobre formas amastigotas de L.
amazonensis localizadas no citoplasma de cultivos de macréfagos
peritoneais, determinando os valores de ECso dos compostos e suas
combinacdes, respectivos FICI e suas médias (xZFICI) para determinagéo da

natureza de interacao;
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F. Calcular os indices de seletividade (razdo entre valores de LCso € ECso das
monoterapias e suas combinacgdes) para avaliar o futuro potencial uso sobre
infeccdo em modelos experimentais;

G. Analisar ultraestruturalmente (utilizando o microscopio eletrénico de
varredura) danos celulares a amastigotas obtidas de lesdo de animais

infectados e expostos ou ndo as combina¢gdes mais promissoras.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Compostos

Dezoito compostos sendo 12 ftalazinonas e imidazGis inibidores de
fosfodiesterase (NPD 001, 005, 007, 008, 029, 040, 223, 340, 3115, 3124, 3125 e
3126) cedidos pela VU University (Amsterda, Holanda, pelo grupo do Dr Rob Leurs),
dois imidazadis inibidores de CYP51 (VNI e VFV) cedidos pela Dr Galina Lepesheva
(Wanderbilt University/USA) e quatro quinolinas (DB2131, DB2186, DB2191 e
DB2217) sintetizadas e cedidas pelo Dr David Boykin (Georgia State University/USA)
foram testadas. Solucdes estoques foram preparadas a 20 mM em dimetilsulféxido
(DMSO) cuja concentragdo final < 0,6 % ndo confere toxicidade sobre células de
mamiferos e parasitos (Silva et al., 2007). Como controles, foram usados dois
farmacos de referéncia, pentamidina e miltefosina (positivos), ou somente veiculo

(negativo).

3.2 Culturas de células de mamiferos

Culturas primarias de macrofago peritoneal foram obtidas a partir do periténio
de camundongos previamente estimulados com 3 % de tioglicolato e cultivadas
como descrito por Ribeiro-Dias et al., 1998. As células foram semeadas em placas
de 24 (300 x 102 cels/poco) ou de 96 pocos (50 x 102 cels/poco) e mantidas em meio
RPMI-1640 suplementado com 5% de soro fetal bovino, a 37°C com atmosfera de 5
% de COa.

3.3 Parasitos

Amastigotas de L. amazonensis (cepa LTB0016) foram obtidas apds 30-40
dias pos infeccao (dpi), a partir de lesbes de camundongos Balb/c inoculados na
pata posterior com 10® amastigotas (Stauber, 1956; Godinho et al., 2012). Apds
purificacdo a partir de centrifugacdes diferenciais, as amastigotas foram usadas
diretamente nos ensaios ex vivo de atividade fenotipica e de alvos celulares com
metodologias ja padronizadas no LBC/IOC/Fiocruz (De Souza et al., 2004) ou

utilizadas para infeccdo de macrofagos peritoneais (razao parasito:célula de 3:1).
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3.4 Toxicidade sobre células de mamifero

Culturas de macrofagos peritoneais nao infectados foram plaqueados em
placas de 96 pocos (50 x 102 cels/poco) e 24 h apés, incubados por 48 h a 37°C com
diferentes concentragcbes dos compostos isolados e em combinagcdo (até sua
solubilidade). As culturas foram avaliadas quanto a sua fisiologia, morfologia por
microscopia de luz e viabilidade celular mensurada através do reagente AlamarBlue,
visando a determinagdo dos valores de LCso, que corresponde a concentragdo
minima capaz de reduzir em 50 % a viabilidade celular. Este reagente (20 ul por
poco) foi adicionado ao experimento apds 48h de tratamento da cultura com os
compostos testados. Apds 24 h a 37°C, foi feita a leitura da absorbancia a 570 e 600
nm em espectrofotdmetro para analise dos resultados. O AlamarBlue € um indicador
de viabilidade celular que utiliza o poder redutor de células vivas para converter a
resazurina em uma molécula fluorescente, a resorufina. A resazurina € o composto
ativo do AlamarBlue e é permeavel as células e possui cor azul, ja a resorufina é
altamente fluorescente e possui cor avermelhada. A constante conversdo da
resazurina em resorufina € o que gera a quantificacao de viabilidade (ThermoFisher,
2019).

3.5 Validacdo de ensaio de atividade com amastigota livre

Para utilizacdo do indicador de viabilidade celular AlamarBlue nos ensaios
com amastigota livre, primeiramente foi feita uma validagdo comparando os
resultados com o uso do indicador e leitura em espectrofotometro e a contagem em
camara de Neubauer, método amplamente utilizado pelo nosso grupo para
contagem de parasitos em microscopio de luz (Batista et al., 2010; Da Silva et al.,
2017). Visto que os resultados foram semelhantes nos dois métodos, foi utilizado
somente o primeiro no restante dos ensaios in vitro utiizando amastigotas livres

juntamente com os compostos isolados ou em combinagao em placas de 96 pocos.

3.6 Atividade in vitro

Os estudos de atividade fenotipica in vitro foram conduzidos com dois
protocolos utilizando efeito direto sobre amastigotas obtidas de lesdo de animais

infectados (amastigotas livres) e sobre amastigotas intracelulares presentes em
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fagossomas de macrofagos peritoneais. Nos estudos de atividade sobre amastigotas
intracelulares, camundongos machos Swiss foram inoculados com 3 % de
tioglicolato. Apds 96 h, as células peritoneais foram semeadas (300 x 102 cels/poco)
em placas de 24 pogos. A infeccdo com amastigotas isoladas de leséo de
camundongos infectados com L. amazonensis (razdo parasito:célula hospedeira
sera 3:1), foi realizada 24 h apos o plaqueamento. Depois de 2 h de interacdo, as
culturas foram lavadas com salina tamponada com fosfato (PBS) e os compostos
isolados ou em combinacédo foram adicionados e mantidos por 48 h. Apos fixacédo
com Bouin e coloracdo por Giemsa, o percentual de infec¢cdo, o nUmero médio de
parasitos por célula infectada e o indice de infeccdo (produto dos valores de
percentual de infeccdo e niumero médio de parasitos por célula infectada) foram
determinados ao microscopio de luz para célculo do ECso (De Araujo et al., 2014).

Para ensaios com amastigota livre, foram utilizados compostos sozinhos ou
em combinacdo, sendo adicionados juntamente com o parasito em placas de 96
pocos (1 x 108 parasitos/poco). Apds 48 h de incubagdo com os compostos e suas
combinagdes, foi adicionado 20 pl de AlamarBlue em cada pogo da placa e, 24 h
depois, foi feita a leitura das placas medindo-se em um espectrofotometro a
absorbancia em 570 e 600 nm para calculo do ECso, respectivo valor FICI e média
dos 2FICls (xZFICIl) das combinacdes.

3.6.1 Avaliacdo dos compostos em combinagao

As interacBes de compostos in vitro foram avaliadas utilizando um método de
proporcao fixa (Fivelman et al., 2004). Inicialmente, as concentragcdes maximas de
cada composto individual sdo determinadas, de modo a assegurar que o ECso de
cada um fique na faixa da quarta diluicdo (diluicdo seriada de 1:2) em uma série de
sete (Trinconi et al. 2016). Por conseguinte, as concentragcdes superiores séo
preparadas em propor¢des de 5:0, 4:1, 3:2, 2.3, 1:4 e 0:5 de cada composto
respectivamente, seguidas por diluicbes em série até o sétimo poco da placa
(Fivelman et al. 2004; Trinconi et al. 2016) (Figura 7). Para cada razéo, € calculado
ECso relativo a cada composto, separadamente. Para cada combinacdo, sé&o

utilizados pelo menos dois experimentos independentes em triplicata.
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Figura 7. Demonstracdo da diluicdo dos compostos para experimentos de atividade em
combinacdo. Destacado em vermelho a faixa do ECso dos compostos. Acima, concentracdes
maiores do que o ECsp e abaixo, menores.

3.6.2 Determinacao do indice de FIC (FICI) e construcédo de isobologramas

O indice de concentracao inibitoria fracional (FICI) no ECso de cada composto

foi calculado pela razdo do ECso quando em combinacdo / ECso do composto

sozinho (5:0). O somatdrio de FICI (2FICI) para cada proporgao foi obtido através do

somatorio do FICI de cada molécula (Trinconi et al., 2016). A média dos ZFICls

(xZFICI) foi calculada e utilizada para classificar a interacdo da natureza, feito

conforme recomendado por Odds (2003): sinergia para x2FICl < 0,5, sem interagao

para xZFICl entre 0,5-4 e antagonismo para xZFICl > 4.

3.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para analisar

alvos celulares das combinacbes mais promissoras,

amastigotas livres obtidas de lesao foram tratadas por 24-48 h ou néo (controle) com

concentragdes de ECso previamente determinadas nas combinagdes (ECso de 48 h),

fixadas em 2,5 % de glutaraldeido em 0,1 M de tampéo cacodilato e processadas

para rotina em MEV (Menna-Barreto et al., 2009).
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3.8 Aspectos éticos (CEP/CEUA)

Este estudo (LW-16/14) foi aprovado pela Comissdo de ética no Uso de
Animais (CEUA)/FIOCRUZ, seguindo os principios éticos e humanitarios de cuidado
com animal conforme principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL).
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4 RESULTADOS

Inicialmente, a atividade fenotipica de 18 novos compostos (Tabela 3) em
esquemas de monoterapia foi avaliada em ensaios ex vivo sobre formas amastigotas
obtidas de lesbes na pata de camundongos inoculados com Leishmania
amazonensis. Como controle positivo, realizou-se a analise de dois farmacos de
referéncia para o tratamento de leishmanioses, a miltefosina (Mt) e a pentamidina
(Pt). A acédo leishmanicida dos novos compostos e dos farmacos foi verificada pelo
uso de um indicador de oxirreducédo, a resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona
10-6xido), que permite avaliar o metabolismo mitocondrial, e assim, a viabilidade
celular. Em células vivas, na presenca de NADPH desidrogenase/NADH
desidrogenase, NADPH ou NADH reduzem o corante azul resazurina convertendo-o
em resorufina, um corante rosa, cuja conversdo € mensurada pela leitura da
densidade optica (DO). Importante destacar que antes da aplicacdo do sistema
colorimétrico (AlamarBlue) nos estudos de atividade fenotipica, diversos ensaios
foram conduzidos pela quantificacdo ao microscépio de luz, do nimero de parasitos
vivos apoés incubacdo das amastigotas com meio de cultura (controle negativo) e em
presenca de crescentes concentracdes dos compostos, visando comparar 0s
resultados obtidos por ambos métodos (quantificacdo ao microscopio e leitura da
DO). Além disso, durante a padronizacdo, foram avaliados varios comprimentos de
onda para leitura em espectrofotdmetro (540, 550, 570, 585, 600 e 630 nm), como
também uma curva de densidade parasitaria para determinacdo do limiar de
sensibilidade de detecgdo de parasitas pelo método colorimétrico (5 x 10°, 1 x 1068,
1,5 x 10%). Também foram testadas diferentes proporcées de infeccdo de células
hospedeiras (macréfagos) por amastigotas de L. amazonensis (razdes
parasito:macréfagos 10:1, 5:1, 3:1 e 2,5:1).
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Tabela 3. Compostos avaliados no projeto e farmacos de referéncia com suas respectivas
estruturas quimicas.

Nossos resultados revelam poténcias semelhantes entre as analises ao
microscépio quando comparados aos achados colorimétricos, demonstrando uma
boa correlagéo entre os valores de ECso destes dois métodos (Figura 8), o que nos

permitiu prosseguir com o uso de resazurina como indicador de viabilidade das
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amastigotas. Para cada composto testado, foram feitos pelo menos dois ensaios

independentes em triplicatas.

MICROSCOPIA DE LUZ LEITURA EM ESPECTROFOTOMETRO
Pentamidina Pentamidina
100 100
< Q.
£ e E __— —
= 50 P — i 50
P / 3 F 4
® 2 v
0 = / o
o] 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5
Concentracgo (i) Concentracio (LM)
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< <
* 2
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EC,,: > 50 uM EC,,: > 50 uM

Figura 8. Comparacgdo entre a agdo leishmanicida da pentamidina e do composto NPD2191
pela quantificagdo ao microscopio de luz e do sistema colorimétrico (AlamarBlue) e leitura em
espectrofotdmetro. Os gréficos demonstram que ndo houve diferenca entre os resultados obtidos
por ambos métodos.

Nossos resultados mostram que 09 dos 18 novos compostos testados ndo foram
ativos, exibindo valores de ECso > 50 yM (Tabela 4). Os inibidores de PDEs (as
ftalazinonas NPD001, NPDO0O08, NPD040 e NPDO029 e os imidazdis NPD3115,
NPD3124, NPD3125, NPD3126) e o inibidor de biossintese de ergosterol (o imidazol
VNI) apresentaram atividade leishmanicida moderada (valores de ECso entre 10,15 e
44 uM), sendo todos menos efetivos que os farmacos de referéncia, a Mt e Pt, que
apresentam valores de ECso respectivamente 4 e 1,5 yM (Tabela 4). Todas as

quinolinas foram inativas sobre os parasitos até a maior concentracdo testada (50
MM).
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Atividade (uM) sobre formas amastigotas de Leishmania
amazonensis (ex vivo): Média = Desvio Padrao

NOME EC,,
Pentamidina 1,5+0,3
Miltefosina 4+ 0,41
NPD3126* 10,15+ 0,35
NPDoo8* 10,8+ 1,5
NPDo4o* 11,2
NPDoo1* 13+1,84
NPD3115* 14,7+ 3,81
NPDoz2g 18,75+ 1,34
NPD3124 26+ 0,98
VNI 29,4+2,9
NPD3125 44 +£22.2
NPDoos > 50
NPDoo7 > 50
NPD223 > 50
NPD340 > 50
VFV >50
DB2131 >50
DB2186 >50
DB219g1 >50
DB2217 >50

Tabela 4. Anélise da atividade (ECsp) de compostos em ensaios ex vivo de monoterapia com
amastigotas livres de Leishmania amazonensis cepa LTB0016. Em azul: ftalazinonas; laranja:
imidazoéis inibidores de PDE; verde: imidazéis inibidores de CYP51; cinza: quinolinas.

A seguir, os melhores compostos (as ftalazinonas e imidazéis inibidores de
PDE — NPDO001, NPD008, NPD040, NPD3115 e NPD3126, em asteriscos na Tabela
4) foram selecionados para estudos de combinacdo com Mt e Pt e também entre si,
utilizando o método de concentracfes fixas, tendo por base, os respectivos valores
de ECso. Pelo menos dois ensaios independentes em triplicata foram realizados para
cada combinacgdo. Em todas as combinacdes, obtivemos como média ZFICI, valores
entre 0.9 e 1.41, o que de acordo com a classificacdo de Odds (2003), foram
classificados como “aditividade” ou auséncia de interagéo (Tabela 5). A classificacdo
segundo Odds é avaliada da seguinte forma: sinergia para xFICI < 0,5, sem
interacdo para xZFICI entre 0,5-4 e antagonismo para xZFICI > 4. Como exemplo,
temos o0s isobologramas das combinagbes entre o composto NPDO008 com
miltefosina (xZFICI = 1,24) e NPD008 com pentamidina (xZFICI = 0,94) (Figura 9).
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FICI Miltefosina

Combinacoes xY FICI Classificacao da Interacao

NPDoo1 + Miltefosina 1,07 Sem interacao
NPDoo1 + Pentamidina 1,16 Sem interacao
NPDoo1 + NPDoo8 0,93 Sem interacao
NPDoo8 + Miltefosina 1,24 Sem interacao
NPDoo8 + Pentamidina 0,94 Sem interacao
NPDo4o + Miltefosina 1,41 Sem interacao
NPDo4o + Pentamidina 1,15 Sem interacao
NPD3115 + Miltefosina 0,95 Sem interacao
NPD3115 + Pentamidina 0,90 Sem interacao
NPD3126 + Miltefosina 1,27 Sem interacao
NPD3126 + Pentamidina 1,03 Sem interacao

1,40 1,00
0,90
1,20
X YFIC=1.24 0.80 X YFIC=0.94
1,00 0,70
4]
0,80 5 060
g 0,50
060 5 040
@)
040 2 030
0,20
0,20
0,10
0,00 0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
FICINPD-008 FICINPD-008

Tabela 5. Anélise da atividade de ftalazinonas e imidazéis inibidores de fosfodiesterase em
combinacdo com miltefosina e pentamidina ou entre si em ensaios ex vivo com amastigotas
livres de Leishmania amazonensis cepa LTB0016.

Figura 9. Exemplos de isobologramas com seus respectivos xXFICl das combinagdes entre o
composto NPD0OO08 e pentamidina e NPD008 e miltefosina em ensaios ex vivo com amastigotas
livres de Leishmania amazonensis cepa LTB0016.

Em paralelo, foi identificado o perfil de toxicidade (48 horas de incubacéo)
sobre células de mamiferos das moléculas mais ativas (Tabela 6) assim como frente
as distintas combinacfes testadas (Tabela 7), utilizando culturas ndo infectadas de
macréfagos peritoneais. Foi observado que os compostos testados tiveram valores
de LCso superiores a pentamidina, sendo, portanto, menos toxicos que esta
diamidina (LCso = 15,2 uM). Porém, quando comparados a miltefosina (LCso = 157,6
uM), as ftalazinonas e o imidazol NPD3126 inibidores de PDEs foram mais
citotoxicos exibindo os seguintes valores de LCso: NPD001: 34,8 uM; NPDO0O08: 40,7
MM e NPD3126: 32,8 uM. O composto NPD3115 teve baixa solubilidade em
concentracdes superiores a 15 pM e por isso néo foi possivel determinar seu LCso

(Tabela 6). Dados anteriores do nosso grupo (submetidos a publicagéo, De Araujo et
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al., 2019) revelaram que NPDO040 exibe toxicidade sobre células de mamiferos
(linhagens L929) na faixa 28 uM, apos 96 horas de incubacéao.

O indice de seletividade (IS) também foi calculado, podendo ser observado
que os compostos testados tiveram o IS menor que os dois farmacos de referéncia
(miltefosina e pentamidina), sendo os valores: Mt: 39,4; Pt: 10,1; NPDOO1: 2,7; NPD
008: 3,8 e NPD 3126: 3,2. O IS do composto NPD3115 néo pode ser determinado ja
que seu LCso também néo pode ser calculado (Tabela 6). Com base no valor de 28

MM, a NPD040 alcanga também baixos valores de IS (cerca de 2,5).

Atividade, toxicidade e seus respectivos indices de seletividade (IS)
sobre amastigotas livres

EC,, (uM) LC,, (uM) IS
Miltefosina 4 157,6 39,4
Pentamidina 1,5 15,2 10,1
NPDoo1 13 34,8 2.7
NPDooS8 10,8 40,7 3,8
NPD3115 14,7 Nao determinado  Nao determinado
NPD3126 10,15 32,8 3,2

Tabela 6. Identificacdo da toxicidade dos compostos isolados (LCsp) sobre culturas néo
infectadas de macrofagos intraperitoneais e seus respectivos indices de seletividade (IS),
demonstrando a razdo entre valores de LCsp € ECso.

Com relacédo a toxicidade dos compostos em combinacdo quando testados
sobre culturas nado infectadas de macrofagos peritoneais, foi observado que na
proporcao de 04:01 (ou seja, proporcdo de 80 % do composto teste e 20 % do
farmaco de referéncia — 74,88 uM NPDOO1 + 6,4 uM Mt, 74,88 uM NPDO0OO1 + 1,6 uM
Pt, 62,72 uM NPDO008 + 6,4 pM Mt, 62,72 uM NPDO008 + 1,6 uM Pt, 64,96 uM
NPD3126 + 6,4 uM Mt e 64,96 uM NPD3126 + 1,6 uM Pt), todas as combinacdes
resultaram em perdas de viabilidade das células, superiores a 67 % e, portanto, alta
toxicidade. A proporcao de 03:02 (proporcdo de 60 % do composto teste e 40 % do
farmaco de referéncia) também apresentou alta toxicidade (superior a 69 %) na
maioria das combina¢des testadas (56,16 uM NPDOOl1 + 3,2 uM Pt, 47,04 uM
NPDOO08 + 12,8 pM Mt, 47,04 uM NPDO08 + 3,2 uM Pt e 48,72 pM NPD3126 + 12,8
MM Mt). A combinacdo de NPDOO8 + Pt apresentou elevada toxicidade (64 a 86 %
de perda de viabilidade celular) em todas as proporgbes testadas somente nas

maiores concentracfes. Também foi visto que na combinacdo de NPD3115 + Mt ndo
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houve perda de viabilidade, fato talvez observado provavelmente devido a baixa

solubilidade do imidazol (Tabela 7).

Combinacao Perda de viabilidade (%) Concentracoes (uM)
NPDoo1 + Mt 85 93,6 (100% NPDoo1)
67 74,88 + 6,4 (80/20)
84 93,6 (100% NPDoo1)
NPDoo1 + Pt 8o 74,88 + 1,6 (80/20)
69 56,16 + 3,2 (60/40)
86 78,4 (100% NPDoo8)
56 2 (100% NPDoo8
NPDoo8 + Mt o 39,2 (100% ) L.Cs, (M)
87 62,72 + 6,4 (80/20) Miltefosina 157,6
87 47,04 +12,8 (60/40) Pentamidina 15,2
8o 78,4 (100% NPDoo8) NPDoo1 34.8
64 39,2 (100% NPDoo8) NPDoo8 40,7
NPDoo8 + Pt 86 62,72+ 1,6 (80/20) NPD3115 Nao determinado
86 47,04 + 3,2 (60/40) NPD3126 32,8
79 31,36 + 4,8 (40/60)
69 15,68 + 6,4 (20/80)
NPD3115 + Mt o} -
87 81,2 (100% NPD3126)
0,6 (100% NPD3126
NPD3126 + Mt % 40,6 ( 3126)
88 64,96 + 6,4 (80/20)
87 48,72 + 12,8 (60/40)
87 81,2 (100% NPD3126)
NPD3126 + Pt
84 64,96 + 1,6 (80/20)

Tabela 7. Identificacdo da toxicidade dos compostos em combinacdo sobre culturas nao
infectadas de macrofagos peritoneais, através da demonstragdo da porcentagem de perda de
viabilidade das células e suas respectivas concentra¢cées da combinagéao.

Em seguida, visando validar a agcéao leishmanicida dos compostos isolados e
em combinacdo, a atividade dos 03 melhores compostos foi investigada sobre
macrofagos peritoneais infectados com amastigotas de L. amazonensis, além de em
paralelo, analisar a agdo dos 02 farmacos de referéncia. Ao final dos ensaios, 0
percentual de infeccdo, o numero médio de parasitos por célula infectada e o indice
de infeccdo (que representa a multiplicacdo entre estes dois parametros) foram
determinados ao microscépio de luz para célculo do ECso (Tabela 8). A contagem
dos parasitos localizados em tipicos vacuolos parasitéforos no citoplasma dos

macrofagos foi feita levando em consideragéo a presenca caracteristica do nucleo e

33



KDNA dos parasitos (setas, inset, Figura 10B) visualizados ao microscopio. As
imagens evidenciam a grande reducdo no numero de parasitos e percentual de

células infectadas apos incubacdo com 7,5 uM de NPD008 e de NPD3126.
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Figura 10. (A-H): Imagem por microscopia de luz de macréfagos peritoneais infectados com
amastigotas de Leishmania amazonensis e tratados ou ndo com 0s compostos testados,
fixados com Boiun e corados com Giemsa. A: Macréfagos nao infectados e sem tratamento; B:
Macrofagos infectados e sem tratamento, podendo ser vistos o nucleo do parasito (*) e seu kDNA
(seta); C: Macroéfagos infectados e tratados com 10 pM de miltefosina; D: Macréfagos infectados e
tratados com 10 pM de pentamidina; E: Macréfagos infectados e tratados com 7,5 uM de NPDO0O1; F:
Macrofagos infectados e tratados com 7,5 uM de NPD3126; G e H: Macrofagos infectados e tratados
com 7,5 uM de NPDO0O08. Barra: 10uM.
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Foi demonstrado nos ensaios de monoterapia com amastigotas intracelulares
de L. amazonensis (Tabela 8) que os compostos NPD0O08 e NPD3126 exibiram
superior acao leishmanicida em relacdo as amastigotas livres obtidas de lesao de
animais infectados (Tabela 4), assim como também para a pentamidina, sendo
respectivamente: pentamidina (0,35 uM e 1,5 uM); NPDO0O08 (2,38 uM e 10,8 uM) e
NPD3126 (5,0 uM e 10,15 uM).

Vale ressaltar que a NPDOOS8 teve o valor de ECso (2,38 uM) menor do que a
miltefosina (5,0 uM).

MEDIA EC so amastigota intracelular (uM)

#1 #2 Meédia + Desvio Padrao
Miltefosina 6,13 4,00 5,01 1,5
Pentamidina 0,46 0,24 0,35+0,1
NPDoo1 12,17 8,7 10,43+£2.4
NPDoo8 3,58 1,18 238+1,7
NPD3126 5,29 4,71 5,0+ 0,4

Tabela 8. Analise da atividade (ECso) de compostos em ensaio de monoterapia com
macrofagos peritoneais infectados com amastigotas de Leishmania amazonensis cepa
LTB0O16.

No ensaio de combinacdo do composto NPDO0O08 com pentamidina
(combinacdo mais promissora de acordo com o0s demais experimentos) sobre
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, foi confirmado o resultado de
aditividade ou auséncia de interacdo, de acordo com a classificacdo de Odds (2003),
como observado nos ensaios de combinacdo com amastigotas livres, tendo como
média ZFICI o valor de 1.39. Nesta combinacéo, algumas concentracdes foram
bastante ativas tendo 100 % de reducéo do indice de infeccdo, como 19,04 uM e
9,52 uM de NPDO008 (NPD 100%), 15,23 uM de NPD008 + 0,56 uM de Pt, 7,61 de
NPDO008 + 0,28 puM de Pt, 11,42 uM de NPDO008 + 1,12 pM de Pt e 7,62 uM de
NPDO08 + 1,68 uM de Pt. Também tiveram alta porcentagem de inibicdo, as
concentracdes 4,76 uM de NPDO008 (97 %), 5,71 uM de NPDO08 + 0,56 uM de Pt
(98 %) e 3,81 uM de NPDO0O0S8 + 2,24 uM de Pt (94 %) (Tabela 9).
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Reducao do indice de

Proporcao infeccio (%) Concentracoes (uM)
100 19,04
NPDoo08100% 100 9,52
97 4,76
100 15,23 + 0,50
NPD0o0880% + Pt20%
100 7,61+ 0,28
100 11,42 + 1,12
NPDo00860% + Pt 40%
98 5,71 + 0,56
NPD0o0880% + Pt20% 100 7,62 + 1,68
NPDoo08 20% + Pt 80% 04 3,81 +2,24

Tabela 9. Analise da atividade (reducado do indice de infecgédo) de compostos em ensaio de
combinacdo do composto NPD008 com pentamidina sobre macrdfagos peritoneais infectados
com amastigotas de Leishmania amazonensis cepa LTB0016.

Outras concentracfes demonstradas na imagem a seguir tiveram baixa
inibicdo da infec¢cdo, como 3,81 UM de NPDO0O0S8 + 0,84 uM de Pt (68 %), 1,90 uM de
NPDOO08 + 1,12 pM de Pt (52 %) e 1,4 uM de Pt (39 %) (Figura 11).
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Figura 11. (A-H): Imagem por microscopia de luz de macréfagos peritoneais infectados com
amastigotas de Leishmania amazonensis e tratados ou ndo com as combinacdes testadas,
fixados com Boiun e corados com Giemsa. A e B: Macréfagos infectados e sem tratamento; C:
Macrofagos infectados e tratados com 9,52 uM de NPDO008; D: Macrofagos infectados e tratados com
combinacéo de 7,61 uM de NPDO008 + 0,28 puM de pentamidina (80 % de NPDO008 + 20 % de Pt); E:
Macrofagos infectados e tratados com combinagao de 5,71 uM de NPDO008 + 0,56 uM de pentamidina
(60 % de NPDO008 + 40 % de Pt); F: Macréfagos infectados e tratados com combinagéo de 3,81 pM
de NPDO008 + 0,84 uM de pentamidina (40 % de NPDO008 + 60 % de Pt); G: Macréfagos infectados e
tratados com combinacédo de 1,90 uM de NPDO008 + 1,12 uM de pentamidina (20 % de NPD008 + 80
% de Pt) e H: Macro6fagos infectados e tratados com 1,4 uM de pentamidina. Barra: 10uM.
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O indice de seletividade (IS) com relacdo ao ECso dos ensaios sobre
amastigotas intracelulares também foi calculado, podendo ser observado que o0s
compostos testados também tiveram o IS menor que os dois farmacos de referéncia
(miltefosina e pentamidina), como visto com amastigotas livres, porém NPDO008 foi o
composto que teve o IS mais alto comparado aos demais inibidores de PDE
testados, sendo os valores: Mt: 31,5; Pt: 43,4; NPDOO1: 3,3; NPD 008: 17,1 e NPD
3126: 6,6 (Tabela 10).

Atividade, toxicidade e seus respectivos indices de seletividade (IS)
sobre amastigotas intracelulares

EC,, (uM) LC,, (uM) IS
Miltefosina 5,0 157,06 31,5
Pentamidina 0,35 15,2 43,4
NPDoo1 10,43 34,8 3,3
NPDoo8 238 40,7 17,1
NPD3126 5,0 32,8 6,6

Tabela 10. Identificacdo da toxicidade dos compostos isolados (LCsg) sobre culturas néo
infectadas de macréfagos intraperitoneais e seus respectivos indices de seletividade (IS)
sobre amastigotas intracelulares, demonstrando a razdo entre valores de LCs € ECso.

Também foi feito ensaio de microscopia eletrbnica de varredura com
amastigotas livres tratadas ou néo por 24 h e 48 h com as combina¢des de NPD008
e pentamidina e de NPD008 com miltefosina. Podemos observar que os controles
(24 h e 48 h) exibem morfologia caracteristica e ndo ha alteracdes no perfil
morfolégico das amastigotas tratadas por 24 h com a combinacdo de NPD008 +

pentamidina (Figura 12).
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Figura 12. (A-F): Imagem por microscopia eletrébnica de varredura de amastigotas de
Leishmania amazonensis tratadas ou ndo com as combinag¢des testadas, incubadas por 24 h,
fixadas com 2,5 % de glutaraldeido em 0,1 M de tampéao cacodilato e processadas para MEV. A
e B: Amastigotas néo tratadas (controle); C e D: Amastigotas tratadas com a combinacdo de NPD008
+ pentamidina; E e F: Amastigotas tratadas com a combinacido de NPDO0OO08 + miltefosina. Barra: A, C
e E: 20 uM; B, D e F: 2 pM.
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J& nas amastigotas tratadas com ambas as combinacgdes e incubadas por 48
h observamos um maior nimero de parasitos agrupados (cacho de uva) em relagéo
ao controle ndo tratado, com alta frequéncia na quantidade de 2 ou mais parasitos
unidos, o que pode indicar alteragdes no processo de citocinese (Figura 13). Este
evento pode ser também observado em tempos mais iniciais de incubacdo com

miltefosina + NPDO008, no tempo de 24 horas (Figura 12).

Figura 13. (A-F): Imagem por microscopia eletrbnica de varredura de amastigotas de
Leishmania amazonensis tratadas ou ndo com as combinac¢des testadas, incubadas por 48 h,
fixadas com 2,5 % de glutaraldeido em 0,1 M de tampé&o cacodilato e processadas para MEV. A
e B: Amastigotas nao tratadas (controle); C e D: Amastigotas tratadas com a combina¢cao de NPD008
+ pentamidina; E e F: Amastigotas tratadas com a combinacao de NPD0OO08 + miltefosina. Barra: A, C
eE:20uM; B,DeF: 2 uM.
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5 DISCUSSAO

Leishmanioses sdo um grande problema de saude publica, ja que acometem
um grande numero de pessoas no mundo todo, principalmente de paises pobres e
sem condicdes de custear o tratamento, que em geral, ndo € eficiente, requer longos
periodos de administracdo, e induz diversos e seérios efeitos colaterais além de
casos de resisténcia a terapia. Isso gera uma alta taxa de morbidade e mortalidade,
principalmente pela forma visceral, que é fatal se ndo tratada. Além disso, devido a
ocorréncia de deformidade, principalmente na regido facial, ha um envolvimento
psicolégico com geracdo de estigmas. A leishmaniose tegumentar (LT), por
exemplo, é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma das
seis mais importantes doencas infecciosas, pela sua elevada incidéncia e
capacidade de produzir deformidades (SVS/MS, 2017). Por esse motivo, a procura
por novos tratamentos que sejam seguros, ndo-invasivos, de curta duracéo, eficazes
e acessiveis é tdo importante. Para selecionar os melhores compostos que possam
representar os futuros candidatos a novos farmacos para tratamento das
leishmanioses, deve-se atentar aos critérios fenotipicos, de “drogabilidade” e
farmacoldgicos sugeridos pela literatura corrente advindos da experiéncia na area
de quimioterapia experimental por parte de instituicbes de pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico de instituicbes publicas e privadas, assim como das
industrias farmacéuticas, definidos por “hit” e “lead” (Tabela 2). Os candidatos a
novos farmacos para leishmanioses devem ter assim varias caracteristicas incluindo
poténcia de cerca de 10 uM sobre amastigotas intracelulares e seletividade de 20.
Outros aspectos importantes que vém sendo incentivados, como abordagens para
terapias de diversas doencas, incluindo de origem infecciosa, incluem o
reposicionamento de medicamentos e a utilizacdo de combinacdo de farmacos. O
reposicionamento permite reduzir custos e tempo nas fases pré-clinicas e clinicas
haja visto que as etapas de desenvolvimento (ex. sintese, formulacdo e testes de
seguranca) ja foram anteriormente conduzidos. Ja a abordagem de combinacéo
entre diferentes agentes farmacoldgicos permite reducdo da concentracdo, fazendo
assim a diminuicdo da toxicidade e reacgOes adversas, aumentando a ades&o ao
tratamento pelo paciente, além da diminuicdo da possibilidade de resisténcia aos

medicamentos por atuarem sobre distintos alvos celulares.
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Neste trabalho, foram testados compostos de 03 classes diferentes:
ftalazinonas e imidazois (inibidores de fosfodiesterases - PDES), quinolinas e
imidazois (inibidores de CYP51) para verificar a atividade destes em esquemas de
monoterapia e em combinagcdo com farmacos de referéncia ja utlizados no
tratamento das leishmanioses: pentamidina e miltefosina. Nossos estudos foram
conduzidos ainda sobre dois diferentes modelos fenotipicos: diretamente sobre
amastigotas livres purificadas de leGes cutaneas de camundongos infectados, além
das formas intracelulares de Leishmania amazonensis presentes em culturas de
macrofagos peritoneais infectadas. Verificamos ainda a toxicidade destes
compostos, sozinhos e em combinacao, sobre as culturas néo infectadas das células
hospedeiras (macrofagos peritoneais).

Entre os compostos testados na presente dissertagdo, os inibidores de PDEs
foram os mais ativos, corroborando dados da literatura que os identificam como
potenciais candidatos a farmacos para doencas causadas por tripanossomatideos
(Blaazer et al., 2018; Veerman et al.,, 2016), sobretudo quando testamos sobre a
infeccdo de macrofagos peritoneais com L. amazonensis, segundo o critério
fenotipico de “hit’, com valores de ECso na faixa de 10 pM. Neste sentido, 0s mais
ativos seguiram para testes de combinacdo com farmacos de referéncia para terapia
das leishmanioses, visando contribuir para geracdo de novos conhecimentos e
desenvolvimento futuro de novas abordagens terapéuticas para esta grave
enfermidade. De fato, dos 12 inibidores de PDE testados sobre amastigotas livres,
somente 04 nao foram ativos. Dos mais potentes, 05 exibiram valores de ECso de
10,15 até 14,7 uM, sendo selecionados para a realizacdo das combinacdes com
pentamidina e miltefosina. Embora o ECso dos inibidores de PDE tenha sido maior
do que o ECso da Mt (4 + 0,41) e da Pt (1,5 + 0,3) sobre amastigotas livres de
Leishmania amazonensis, nossos dados de ensaios de combinacdo apontaram
aditividade quando os associamos a Pt e Mt. Ja com relacdo a atividade sobre
macroéfagos peritoneais infectados com amastigota de L. amazonensis, destacamos
as NPD008 e NPD3126, que alcancaram valores de ECso inferior ou semelhante a
miltefosina, apesar de ambos serem menos ativos que a pentamidina. Porém, um
aspecto positivo foi que ambos também foram menos toxicos para células de
mamiferos em comparacéo a este ultimo farmaco.

Frente a similaridade entre PDEs humanas e de tripanossomatideos, a busca
pelo possivel reposicionamento tem sido feita a partir de quimiotecas desenhadas

como inibidores para PDEs humanas. Assim, identificou-se o inibidor NPD0OO1
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(denominado inicialmente de composto A), que € um potente inibidor de PDE4
humana, mas que revelou-se ativo sobre T. brucei, assim como foi capaz de inibir
PDEBL1 (ICso = 4 nM) e PDEB2 (ICso = 3 nM) deste parasito, inibindo a proliferagéo
das formas sanguineas e tendo ECso na faixa nhanomolar (0,08 puM) (Veerman et al.,
2016). Houve um aumento da concentracdo de AMPc nos parasitos tratados,
demonstrando que o NPDOO1 atua pela inibicdo da atividade de PDEs (De Koning et
al., 2012). Na presente dissertacao, a ftalazinona NPDO0O1 foi uma das mais ativas
sobre amastigotas livres (ECso = 13 + 1,84 uM) e intracelulares (ECso = 10,43 + 2,4
UM) de L. amazonensis. Além dela, a NPDO008, que exerceu a¢do leishmanicida
também ja havia sido caracterizada como um inibidor seletivo de TorPDEB1 (Blaazer
et al., 2018). A inibicdo do metabolismo de AMPc causa importantes impactos
celulares e alguns dos descritos em tripanossomatideos (T. brucei) inclui alteracdes
no ciclo celular (Blaazer et al., 2018). Foi descrito que formas sanguineas incubadas
com inibidores de PDE (10 uM por 6 h) resultou na inibicdo da citocinese, resultando
na observacdo de um grande numero de parasitos com flagelos duplicados sem,
contudo, finalizar o processo de diviséo binaria. A incubagédo por longos periodos (12
h) resultou numa maior frequéncia de parasitos arredondados com multiplos flagelos
e, apos 24 h, apenas alguns mantinham motilidade e refringéncia, mas todos
severamente disformes (Blaazer et al., 2018). A atividade tripanocida da NPDO008
sobre T. brucei foi relatada com valor de ECso = 5,5 + 3,3 uM (Blaazer et al., 2018).
No nosso estudo, também observamos por microscopia eletrénica de varredura que,
apos 48 h de incubacao de pentamidina e nos tempos de 24 e 48 h de combinacgéo
com miltefosina, muitos parasitos apresentavam-se duplicados mas ainda
conectados, formando grandes grumos parasitarios, sugestivo de alteracdo no
processo de divisdo celular. NPD0O08 também foi um dos compostos mais ativos
sobre amastigotas livres (ECso = 10,8 + 1,5 uM) e intracelulares (ECso = 2,38 + 1,7
uM) de L. amazonensis, sendo neste Ultimo caso mais ativo que sobre T. brucei e,
portanto, promissora para futura prospecc¢ao como candidato leishmanicida.
Comparando os resultados de atividade em amastigotas livres e
intracelulares, observamos que em alguns dos compostos testados, a agao
antiparasitaria foi superior sobre as formas presentes no fagossoma das células
hospedeiras. Diferencas na poténcia de compostos naturais e sintéticos tem sido
relatadas por outros grupos como, por exemplo, quanto a atividade do posaconazol
e do itraconazol sobre promastigotas e amastigotas intracelulares de L.

amazonensis (Macedo-Silva et al., 2013). Neste estudo, ap6s 48 h de incubacéo,
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posaconazol obteve ECso = 3,94 puM (promastigotas) e 1,95 yuM (amastigotas
intracelulares) e o itraconazol obteve ECso = 0,88 pM (promastigotas) e 0,64 pM
(amastigotas intracelulares). Ja para 72 h de incubacéo, posaconazol obteve ECso =
2,74 uM (promastigotas) e 1,63 pM (amastigotas intracelulares) e itraconazol obteve
ECso = 0,44 pM (promastigotas) e 0,08 pM (amastigotas intracelulares) (Macedo-
Silva et al., 2013). Em outro trabalho, pode-se observar que até os medicamentos
utilizados no tratamento das leishmanioses tiveram esse perfil de diferenca na
atividade sobre promastigotas e amastigotas intracelulares de L. major, além do
composto testado (luliconazol) (Shokri et al., 2018). Observaram que sobre
promastigotas: ECso = 0,19 pM (luliconazol), 538 pM (antimoniato de meglumina),
135 uM (ketoconazol) e 2,52 uM (anfotericina B). Sobre amastigotas intracelulares,
observou-se ECso = 0,07 pM (luliconazol), 90,44 pM (antimoniato de meglumina),
24,04 pM (ketoconazol) e 0,74 pM (anfotericina B) (Shokri et al., 2018). A superior
atividade sobre amastigotas intracelulares em relagdo ao nosso modelo ex vivo pelo
uso de amastigotas isoladas de lesdo de animais infectados, pode ser devido a
diversos fatores, e algumas possibilidades podem ser levantadas como: uma
facilitacdo da entrada do composto pela membrana plasméatica e membrana do
vacuolo parasitéforo do macrofago, resultando em elevadas concentracdes e
acumulo dos compostos em contato com o0s parasitos intracelulares, e/ou
potencializacdo da capacidade microbicida de macr6fagos pela elevacdo de
mediadores com acédo leishmanicida como, por exemplo, 6xido nitrico e peréxido de
hidrogénio. De fato, dados do nosso grupo sobre acdo de compostos amidinicos
aromaticos revelou que um mesmo composto (DB569), na concentracdo de 2 uM, foi
capaz de reduzir em cerca de 78 % a infeccdo de macrofagos pelo T. cruzi,
engquanto que somente cerca de 30 % de reducdo da carga parasitaria foi observado
guando utilizamos como célula hospedeira cultivos primérios de células cardiacas
(De Souza et al., 2004). Estes dados sugerem que a acdo dos compostos sobre as
células hospedeiras deva ser considerado nas etapas de descoberta e
desenvolvimento de novos agentes antiparasitarios, além do efeito sobre o
patdgeno.

Assim, sugerimos que o0 uso de amastigotas obtidas de lesdo seja um filtro
inicial nas etapas de descoberta de novos agentes leishmanicidas, por facilitar a
dindmica de estudos de quimioterapia experimental por permitir 0 uso de
marcadores de viabilidade celular, como a resazurina, mas que a semelhanca dos

estudos conduzidos com promastigotas por outros grupos, a seguir os dados sejam
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validados utilizando modelo de amastigotas intracelulares em macréfagos, por ter
maior semelhanca a infec¢do in vivo. Assim, o modelo de amastigotas livres pode
ser Util para que possamos selecionar compostos ativos e inativos a partir de uma
quantidade grande de amostras a serem avaliadas. Isso faz com que sejam
reduzidos o nimero de animais utilizados e quantidade de material e compostos,
reduzindo tempo e custo.

A acdo de moléculas arométicas incluindo analogos e derivados da
pentamidina, como as arilimidamidas (AIAs), tem sido muito estudado por nosso
grupo (Soeiro et al., 2013). As amidinas classicas, como a pentamidina, reconhecem
e se associam a sequencias ricas em bases A e T do DNA (em especial do KDNA
ricos nesta sequéncia). As AlAs representam promissores agentes microbicidas
sobre modelos de infecgéo in vitro e in vivo por diferentes parasitos intracelulares,
incluindo espécies de Leishmania em modelos de infeccdo de hamster e
camundongos (Zhu et al., 2016; Soeiro et al., 2013). Além delas, temos avaliados
pela via de reposicionamento, a atividade de moléculas quinolinicas. Dados da
literatura mostram, através de estudos in vitro e in vivo, a atividade de derivados
quinolinicos sobre Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum
(Di Pietro et al., 2015). De fato, moléculas quinolinicas, como a cloroquina, sao
utilizados ainda hoje na terapia de infeccbes parasitarias como malaria (por 07
décadas), e alguns destes derivados tém sido testados contra diferentes espécies de
Leishmania, revelando acao leishmanicida sobre promastigotas de L. amazonensis e
L. braziliensis, propondo que o mecanismo de acdo possa estar relacionado a
estresse oxidativo (Coimbra et al., 2016). Os autores observaram ainda que um
destes compostos testados foi 139 vezes mais ativo que a miltefosina, inibindo a
proliferacdo de amastigotas de L. amazonensis (Coimbra et al., 2016). Outro grupo
de pesquisadores testou a atividade antileishmanial in vitro sobre promastigotas e
macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania mexicana de alguns
compostos sintéticos derivados de quinolina. Todos os 07 compostos testados
tiveram ECso < 5 pg/ml sobre as promastigotas. Com relacdo as amastigotas
intracelulares, a carga parasitaria de macrofagos infectados foi reduzida em quase
50 % apds o tratamento por 48 h com um dos derivados (composto 1) (Hernandez-
Chinea et al., 2015).

Nosso presente estudo néao revelou atividade leishmanicida promissora das
guinolinas testadas, apesar de terem sido ativas sobre modelos in vitro e in vivo de

infecc@o por T. cruzi e T. brucei (Nefertiti et al., 2018). Sobre as formas sanguineas
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de T. cruzi (cepa Y), todas as quinolinas testadas foram mais ativas que o
medicamento de referéncia (0 benznidazol - Bz), exceto a DB2171 e DB2192. As
quinolinas DB2187, DB2131, DB2186, DB2191 e DB2217 apresentaram ECsp < 3
MM sobre T. cruzi. Nove das 10 quinolinas foram mais efetivas que Bz sobre formas
amastigotas de T. cruzi e todas mais potentes in vitro sobre T. brucei. Testes in vivo,
revelaram que DB2186 se sobressaiu das demais quinolinas testadas, exibindo 70
% de reducédo da parasitemia sobre modelos de infec¢cado aguda por T. cruzi e obteve
cura em 2 de 4 camundongos infectados com T. brucei. Resultados ainda mais
promissores foram obtidos com a quinolina DB2217, que alcangou 100 % de cura in
vivo em camundongos infectados com T. brucei (Nefertiti et al., 2018).

Porém, no presente trabalho, nenhum dos 4 compostos quinolinicos testados
(DB2131, DB2186, DB2191 e DB2217) foi ativo em concentragbes de até 50 pM
(ECs0 > 50 pM) sobre amastigotas de L. amazonensis livres obtidas de lesdes na
pata de camundongos. Outros grupos também observaram atividade de derivados
de quinolinas com ECso > 50 uM sobre Leishmania amazonensis. Em um desses
trabalhos, os autores testaram a atividade de 10 derivados quinolinicos sobre
promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis. Dentre esses,
somente dois (0s compostos 2a e 2j) tiveram atividade sobre as promastigotas (ECso
de 52,5 e 21,1 uM, respectivamente), os demais nao tiveram atividade em
concentracbes de até 100 pM. Sobre amastigotas, s6 tiveram atividade os
compostos 2a e 2c (ECso de 8,1 e 15,6 uM, respectivamente), os demais néo tiveram
atividade em concentracdes de até 100 uM (Antinarelli et al., 2016).

Outras promissoras moléculas sao os inibidores de biossintese de lipideos,
como os inibidores da enzima l4a-demetilase (CYP51) (Lepesheva & Waterman,
2011). A semelhanca de fungos, em tripanossomatideos a rota sintética de esterois
resulta na producdo de ergosterol, diferentemente de mamiferos, cujo produto é o
colesterol (Mccall et al.,, 2015). Apesar de terem semelhancas, fungos e
tripanossomatideos possuem diferencas metabolicas (e variabilidade), que fazem
com que os medicamentos utilizados no tratamento contra fungos (principalmente
azois) tenham requisitos para serem selecionados para o reposicionamento do
tratamento contra protozoarios (Friggeri et al., 2018). Assim, inibidores de
metabolismo lipidico, como o inibidor da CYP51, o VFV, mostraram-se ativos sobre
diferentes espécies de Leishmania, sendo capazes de reduzir de modo significativo
a carga parasitaria sobre modelos de leishmaniose visceral (Lepesheva et al., 2015,

Mccall et al., 2015). Apesar de VNI e VFV serem dois potentes inibidores
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experimentais de CYP51 de tripanossomatideos e efetivos in vivo contra modelos
experimentais de doenca de Chagas, leishmaniose visceral e doenca do sono, VNI é
menos potente contra Leishmania e cepas do Trypanosoma cruzi resistentes a
medicamentos, mas VFV é metabolicamente menos estavel (Friggeri et al., 2018).
VFV foi sintetizado a partir do VNI para ampliar o espectro e atividade
antiprotozoaria, ja que o encaixe deste nado era perfeito na CYP51 de protozoarios
(VNI foi sintetizado para fungos e identificado a partir de uma quimioteca da Novartis
pela nossa colaboradora, Dr2 Galina Lepesheva, Vanderbilt University/USA). No
VEV, o anel fenil adicional preencheu mais completamente a cavidade do sitio ativo
do CYP51, aumentando ainda mais a forca da interacéo (Friggeri et al., 2018).

No presente trabalho, o inibidor de biossintese de ergosterol VFV nao foi ativo
em concentragfes de até 50 pM (ECso > 50 pM) sobre amastigotas de L.
amazonensis obtidas de les6es na pata de camundongos. J& o composto VNI teve
atividade leishmanicida moderada (ECso = 29,4 £ 2,9), porém foi menos efetivo que
Mt e Pt.

Nosso grupo ja havia utilizado esses dois compostos anteriormente em
modelos de infec¢do experimental por T. cruzi. O VNI induziu uma redugéo de 86 %
no nimero de tripomastigotas sanguineos nos camundongos machos, enquanto na
infeccdo de fémeas, a supressdo da parasitemia alcancou mais de 99,8 % (Guedes-
da-Silva et al., 2015). Em outro trabalho do nosso grupo foi feita uma investigacao
comparativa dos dois compostos, VNI e VFV, utilizando mais uma vez modelo in vivo
de camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi. O tratamento com VNI com
inicio na positivacdo da parasitemia (5° dpi) resultou em reducdo de 91 % na
parasitemia de camundongos machos e uma reducdo de 99 % em fémeas. Ja o
efeito supressor do VFV foi de £+ 99,8 % em ambos 0s sexos, com o inicio do
tratamento no 5° dpi, atingindo 100 % de supressao parasitaria quando o tratamento
foi iniciado 24 horas apods a infeccéo, ou seja, em modelos de profilaxia e ndo de
terapéutica, demonstrando a importancia de se utilizar modelos mais preditivos no
curso dos estudos de quimioterapia experimental (Guedes-da-Silva et al., 2017).

O tratamento com VFV e VNI por 10 ou 20 dias consecutivos iniciado 1
semana apo0s a infeccdo de camundongos com amastigotas de L. donovani
(separadamente) em infectados, revelou que administracdo por 20 dias com VNI e
VFV resultou em 60 % (VNI) e 89 % (VFV) de reducédo da parasitemia, e 100 % de
sobrevida dos animais, e nenhum efeito colateral. Diferente do observado por noés,

na presente dissertacao, este estudo ainda mostra a atividade de VNI e VFV sobre
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amastigotas de L. donovani axénicas (ECso = 2.29 = 0.40 e 6.32 + 0.91,
respectivamente) e intracelulares em macrofagos (ECso = 6.68 + 0.97 e 0.42 + 0.02,
repectivamente) (Lepesheva et al., 2015). Esta diferenca em especial do VFV pode
ser relacionada a espécie do parasita, pois somente trabalhamos com L.
amazonensis, enquanto que o outro grupo o fez com modelo de infecgdo por L.
donovani. Outra verificagcdo importante no trabalho de Lepesheva e colaboradores
foi a observacdo dos efeitos de VNI/VFV nos esterdis do parasito e os resultados
mostraram que, ao contrario de fungos ou T. cruzi, onde a inibicdo da CYP51 para a
via no estagio de lanosterol/eburicol, em Leishmania esses esterdis C4-dimetilados
ndo se acumulam. Em vez disso, eles sofrem conversdes adicionais, levando ao
aparecimento de outros intermediarios. Ndo se sabe se esses intermediarios sao
capazes de produzir ergosterol, mas a ramificacdo da via biossintética do esterol
pode ser a causa do efeito mais fraco (mais lento) dos inibidores do CYP51 em
Leishmania (Lepesheva et al., 2015).

Apesar dos exemplos de sucesso da acao leishmanicida com compostos VNI
e VFV sobre L. donovani, a literatura relata que a atividade de compostos azélicos
pode ainda depender, além da genética do parasito (espécie de Leishmania), da
genética do hospedeiro e do tipo de infeccdo. Um dos exemplos se deve a um
estudo com pacientes adultos com lesdes cutaneas de leishmaniose e que, apos
isolamento, detectou-se L. guyanensis. Os pacientes foram tratados com uma dose
oral de 400 mg/dia de cetoconazol por 30 dias. O acompanhamento clinico durante o
tratamento mostrou que as lesdes permaneceram sem alteracdo em cinco
pacientes, tiveram piora em seis, melhoraram em apenas um caso e trés pacientes
desenvolveram novas lesdes. Ao final do tratamento, ndo foi observada cura clinica
e oito pacientes ainda tinham lesdes com parasitos (esfregagos positivos). Um més
apos o término do tratamento, um unico paciente foi clinicamente curado e em um
segundo paciente a primeira lesdo foi curada, mas na segunda ainda havia
parasitos. Um terceiro paciente foi curado no segundo més apos o final do
tratamento (Dedet et al., 1986). Em outro trabalho, os autores fizeram a comparacéo
do uso de cetoconazol e bis-triazol D0O870 em promastigotas de L. braziliensis e L.
mexicana, onde a primeira foi naturalmente resistente (reducéo de parasito somente
a 10 uM) e a segunda susceptivel aos farmacos. Também foi testado a terbinafina,
um inibidor da esqualeno epoxidase, da qual foi visto o resultado inverso ao anterior.
Porém, somente quando L. braziliensis foi cultivada na presenca de terbinafina, o

parasito tornou-se altamente suscetivel aos azo6is (Rangel et al., 1996),
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demonstrando também o quanto a terapia combinada € um importante alvo de
estudos.

Estudos recentes revelaram o potencial sinérgico de associacdo entre
inibidores de CYP51 (como posaconazol) e bis-AlAs, como a DB766, sobre
amastigotas axénicas e intracelulares de L. donovani, sugerindo que a combinacéo
entre moléculas com diferentes alvos possa representar promissores esquemas
antiparasitarios (Pandharkar et al., 2014).

Na presente dissertacdo também avaliamos esta abordagem de quimioterapia
experimental de combinacdo de agentes antiparasitarios. Apesar de ndo termos
visto este mesmo potencial sinérgico nas combinacdes testadas no presente
trabalho das NPD e Mt e Pt, observamos efeito aditivo, que representa a soma da
atividade primeiro composto + a atividade do segundo composto, o que também
pode trazer os mesmos beneficios reduzindo possibilidade de resisténcia a
farmacos, custos, doses e perfil de toxicidade.

Além disso, na combinacdo sobre amastigota intracelular, observarmos que
NPDO0O08 + pentamidina, respectivamente nas proporgbes de 80 % + 20 %,
(concentragdes de 15,23 uM de NPDO008 + 0,56 uM de Pt e concentracbes de 7,61
UM de NPDOO0S8 + 0,28 uM de Pt), proporcao de 60 % + 40 % (concentracdo de 11,42
UM de NPDO00S8 + 1,12 uM de Pt) e na proporcao de 40 % + 60 % (concentracdo de
7,62 uM de NPDO008 + 1,68 uM de Pt) houve 100 % de reducdo do indice de
infec¢do, o que representa um dado bastante promissor. J& na proporcdo de 60 %
de NPDO008 e 40 % de pentamidina, a concentracédo de 5,71 uM de NPDO008 + 0,56
UM de Pt também alcancou 98 % de reducado no indice de infeccdo e na proporcéo
de 20 % de NPDO008 e 80 % de Pt, a concentracdo de 3,81 uM de NPDO0O08 + 2,24
UM de Pt teve 94 % de reducdo do indice de infeccdo, sendo estas as
concentracfes mais ativas desta combinacdo. Em todas estas concentracfes que
obtivemos supressao da carga parasitaria in vitro nos esquemas de combinac¢édo ndo
foi visto toxicidade sobre macrofagos peritoneais, sendo entdo estas combinacdes
candidatas a futuros ensaios in vivo, considerando estas proporc¢des. De fato, sobre
amastigotas intracelulares alcancamos maiores niveis de seletividade quando
comparamos com as analises sobre amastigotas livres. Com o0s parasitos
intracelulares, a NPD008 alcancou seletividade de cerca de 17, o que representa um
dos critérios satisfatérios para mover compostos de estudos in vitro para modelos

animais.
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Outras propor¢des também tiveram alto percentual de reducdo no nimero de
parasitos nos ensaios em combinagdo sobre amastigotas livres, ndo sendo visto
também, nestas concentracdes e proporcdes, sinais de toxicidade sobre macréfagos
peritoneais. Assim sendo: na combinacédo entre NPDOO1 e miltefosina, a proporgao
de 60 % de NPDOO1 e 40 % de Mt (concentracao de 56,16 uM de NPDO01 + 12,8
UM de Mt) observamos 89 % de reducdo do nimero de parasitos, na proporcao de
40 % de NPDOO1 e 60 % de Mt (concentracéo de 37,44 uM de NPDO0OO1 + 19,2 uM
de Mt) obtivemos 88 % de reducado e na proporcéo de 20 % de NPDO0OO1 e 80 % de
Mt (concentracéo de 18,72 uM de NPDOO1 + 25,6 uM de Mt), 90 % de reducdo. Na
combinacéo entre NPD3126 e miltefosina, a propor¢céao de 80 % de NPD3126 e 20 %
de Mt (concentracdo de 16,24 uM de NPD3126 + 1,6 uM de Mt) observamos 85 %
de reducgédo e na proporgao de 20 % de NPD3126 e 80 % de Mt (concentrages de
16,24 uM de NPD3126 + 25,6 uM de Mt), indices de 93 % de reducédo, e com 8,12
UM de NPD3126 + 12,8 uM de Mt, 87 % de reducdo. Quando avaliamos a
combinacéo entre NPD3126 e pentamidina, a proporcédo de 80 % de NPD3126 e 20
% de Mt (concentracdo de 32,48 uM de NPD3126 + 0,8 uM de Pt), alcangamos 92
% de reducédo da infeccdo, na proporcdo de 60 % de NPD3126 e 40 % de Pt
(concentracdo de 24,36 uM de NPD3126 + 1,6 uM de Pt), indices de 92 % de
reducado e na proporcdo de 40 % de NPD3126 e 60 % de Pt (concentracéo de 16,24
MM de NPD3126 + 2,4 uM de Pt), reducédo de 92 %. Apesar destes resultados
otimistas, serd interessante realizar ensaios com essas combinacfes sobre
amastigotas intracelulares para confirmar estes resultados e valida-los para futuros

ensaios com animais experimentalmente infectados com L. amazonensis.
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6 CONCLUSOES

O uso de AlamarBlue com leitura em espectrofotbmetro foi padronizado,
mostrando-se reprodutivel como método para verificacdo da atividade
leishmanicida de novos compostos sobre amastigotas de Leishmania
amazonensis isoladas de lesdo. Esta metodologia reproduziu dados obtidos,
com protocolos de rotina, através da quantificacdo ao microscopio de luz.
Assim, uso de amastigotas livres avaliadas por AlamarBlue viabiliza a analise,
em grande escala, de quimioterapia experimental para leishmaniose, em
esquemas de mono e de terapia combinada, otimizando recursos e tempo
para processamento e analise das amostras;

Os estudos sobre amastigotas livres de L. amazonensis revelaram que as
ftalazinonas e o imidazol NPD3126 (inibidores de PDE) exibiram acgdo
leishmanicida superior que as quinolinas e os imidazéis (inibidores da
biossintese de ergosterol), exibindo ainda seletividade promissora (17), porém
foram menos potentes que os farmacos de referéncia;

Sobre o perfil de toxicidade, os compostos testados tiveram valores de LCso
superiores a pentamidina, sendo, portanto, menos toxicos que esta, porém,
os inibidores de PDEs foram mais citotoxicos do que a miltefosina e tiveram o
IS menor que os dois farmacos de referéncia (miltefosina e pentamidina);

Nas formas amastigotas livres, as combinagdes entre inibidores de PDE e
farmacos de referéncia resultaram em valores de x%FICI entre 0,5 - 4
(natureza de perfil “sem interagao” ou “aditividade”);

As imagens da microscopia eletronica de varredura indicam uma maior
frequéncia de dois ou mais amastigotas unidas entre si 0o que sugere
alteracdes nas etapas de citocinese tanto na combinacdo de NPD008 com
pentamidina quanto de NPD008 com miltefosina;

Com relagcdo aos compostos em combinacgao, foi observado que houve alta
toxicidade nas proporcdes de 80 % do composto teste e 20 % do farmaco de
referéncia e 60 % do composto teste e 40 % do farmaco de referéncia, como
também em todas as propor¢cdes nas maiores concentracdes da combinacao
de NPDO0O08 e pentamidina. A combinacdo de NPD3115 e miltefosina néo
houve perda de viabilidade celular, fato talvez observado provavelmente

devido a baixa solubilidade do imidazol inibidor de PDE;
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Nos ensaios de monoterapia com amastigotas intracelulares de L.
amazonensis 0os compostos NPD008, NPD3126 e a pentamidina exibiram
maior atividade leishmanicida sobre as formas intracelulares em comparacao
as formas de amastigotas livres, sendo ainda o NPD008 mais ativo do que a
miltefosina sobre a forma intracelular; demonstrando a relevancia de se
avaliar a acdo de novos agentes sobre o modelo de infecgdo dos fagdcitos
com os parasitos, que apresentam maior similaridade aos processos in vivo;

A combinagdo entre NPD008 e pentamidina também mostrou valores de
xZFICI entre 0,5 — 4 (1.39), tendo perfil aditivo ou “sem interacdo”, sobre
amastigotas intracelulares em macrofagos; porém alcancando em algumas
proporcdes a erradicacdo do parasitismo das culturas celulares, estimulando

a continuidade em estudos de combinacao in vivo.
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