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SANTOS, Thaline Mabel Sousa. Uso da associacdo de hidroxilamina e DETC no tratamento
das leishmanioses in vitro. 2021. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) — Universidade
Federal da Bahia. Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2021.

RESUMO

INTRODUGCAO: As leishmanioses s&o um conjunto de doencas consideradas negligenciadas
pela Organizacdo Mundial da Saude, que atingem cerca de 1 bilhdo de pessoas que estdo sob
risco de infeccdo. As manifestacdes clinicas variam de acordo com a espécie do parasito, da
resposta imune e background genético do paciente. Para o tratamento da leishmaniose 0s
farmacos mais utilizados atualmente sdo os antimoniais pentavalentes. Entretanto estas drogas
possuem elevada toxicidade e efeitos colaterais desconfortaveis. Neste contexto, a busca de
novos farmacos com alta acdo leishmanicida e reduzida toxicidade faz-se necessaria. Uma
alternativa interessante tem sido o uso de farmacos que atuam em mecanismos da resposta
imune, pois estes tém demonstrado resultados promissores. Dentre eles, o dietilditiocarbamato
(DETC) é um quelante de cobre que inibe o funcionamento da superoxido dismutase, e ja foi
demonstrado que ele aumenta a producdo de superoxido e diminui a carga parasitaria na
leishmaniose tegumentar experimental. Outro farmaco, a hidroxilamina, reage com o
superdxido e durante esse metabolismo promove o aumento de peréxido de nitrito, molécula
capaz de destruir parasitos intracelulares. OBJETIVO: Por isto, 0 objetivo deste trabalho foi
testar a acdo in vitro da associacdo de Hidroxilamina e DETC contra Leishmania braziliensis,
Leishmania amazonensis e Leishmania infantum. MATERIAIS E METODOS: Foram
realizados testes de toxicidade em Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e
Leishmania infantum e em macré6fagos murinos derivados de medula de camundongo BALB/C.
Além disso, macrofagos derivados de medula 6ssea foram infectados por L. amazonensis, L.
braziliensis e L. infantum e tratados por 48 horas para avaliar a percentagem de infeccdo e
niomero de amastigotas através de contagem em microscopio de fluorescéncia.
RESULTADOS: Nossos resultados mostraram uma reducéo do crescimento e viabilidade dos
parasitos quando tratados a partir de 2 uM de DETC e na concentracdo mais alta de
hidroxilamina (5mM). O indice de inibicdo de 50% foi de de 33,03 uM para hidroxilamina,
0,247 yuM para DETC e 1,676 uM para combinacdo das drogas contra a Leishmania
braziliensis. E contra os macr6fagos murinos o indice de inibicao de 50% foi de 237,0 uM para
hidroxilamina, 11,47 puM para DETC e 67,16 puM para combinacdo das drogas
(DETC/Hidroxilamina=1:2,5). Foi observado uma a¢do antagonista em macrofagos murinos
usando a concentragdo combinada de 20uM de DETC e 500uM de hidroxilamina. Por outro
lado, esta concentragdo combinada foi altamente sinérgica para L. braziliensis. A combinacéo
dessas concentracfes também foi capaz de reduzir significativamente a percentagem de
infeccdo e o nimero de amastigotas por 100 células. CONCLUSOES: Nossos resultados
demonstram que a associacdo de hidroxilamina com DETC tem efeitos antiproliferativos
potentes em promastigotas e amastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum e
apresenta baixa toxicidade em macrofagos murinos.

Palavras-chaves: Leishmaniose cutanea. Leishmaniose visceral. Leishmania braziliensis;
Leishmania mexicana amazonensis. Leishmania (Leishmania) infantum. Dietilditiocarbamato.
Hidroxilamina.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis are a group of neglected diseases, according to the World
Health Organization, that affects one billion of people that are at risk of infection. Clinical status
vary according to the parasite species and the host immune response and genetic background.
The most used drugs to the treatment of leishmaniasis are pentavalent antimonial. However,
these drugs present high toxicity and uncomfortable collateral effects. In this context, it is
necessary the search for new medicines with a high leishmanicidal action and reduced toxicity.
An interesting alternative has been the use of drugs that act in the mechanisms of immune
response as it has shown promising results. In regard of these drugs, there is the
diethyldithiocarbamate, which is a copper-quelating compound that inhibits the function of the
superoxide dismutase and it has been demonstrated that this compound increases the production
of superoxide and decrease the parasitic load in the experimental cutaneous leishmaniasis.
Another alternative drug is the hydroxylamine that reacts with the superoxide and during the
metabolism promotes the increase of nitrite peroxide, a molecule capable of destroying
intracellular parasites. OBJECTIVE: That being said, this study objective was to test the in
vitro action of the association of Hydroxylamine and DETC against Leishmania braziliensis,
Leishmania amazonensis e Leishmania infantum. MATERIALS E METHODS: It has been
performed toxicity tests in Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania
infantum and also in murine macrophages derived from BALB/C bone marrow. In addition,
BALB/C bone marrow-derived macrophages were infected by L. amazonensis, L. braziliensis
and L. infantum and treated for 48 hours to assess the percentage of infection and number of
amastigotes by counting under a fluorescence microscope. RESULTS: Our results showed a
reduction in the growth and viability of the parasites when treated from 2 UM onwards of DETC
and at the highest concentration of hydroxylamine (5 mM). Inhibition index of 50% was 33.03
MM to hydroxylamine, 0.247 uM to DETC and 1.676 uM to the association between them
against the Leishmania braziliensis. Regarding the murine macrophages the inhibition index of
50% was 237.0 UM to hydroxylamine, 11.47 uM to DETC and 67.16 uM to the association
between the two drugs (DETC/Hydroxylamine=1:2.5). An antagonistic action was observed
against the murine macrophages when using the combined concentration of 20 uM from DETC
and 500 uM from hydroxylamine. On the other hand, these combined concentrations were
highly synergistic to the L. braziliensis. The association between these concentrations was also
capable of significantly reducing the infection percentage and the number of amastigotes per
100 cells. CONCLUSION: Our results demonstrated that the association of hydroxylamine
and DETC has powerful antiproliferative effects in promastigotes and amastigotes from L.
braziliensis, L. amazonensis e L. infantum and presents low toxicity to the murine macrophages.

Key-words: Cutaneous leishmaniasis. Visceral leishmaniasis. Leishmania braziliensis.
Leishmania mexicana amazonenses. Leishmania (Leishmania) infantum.
Diethyldithiocarbamate. Hydroxylamine.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, e subgénero Leishmania ou
Vianna, que causam leishamaniose cutanea ou visceral. A transmissdo para o hospedeiro
mamifero ocorre através da picada de flebotomineos fémeas, do género Phlebotomus no Velho
Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo, conhecido popularmente como Mosquito Palha (ALVAR
et al.,, 2012; GABRIEL et al., 2019). Os hospedeiros mamiferos incluem além dos seres
humanos, animais silvestres e domésticos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2010).

A Leishmania é um parasito dimdrfico e digenético, pois possui um ciclo de vida em
dois hospedeiros (CHAPPUIS et al., 2007; HENARD et al., 2014). No hospedeiro invertebrado
a Leishmania apresenta sua forma promastigota, caracterizada por ser uma forma mdvel,
alongada, flagelada, extracelular e infectante (KILLICK-KENDRICK, 1990). No hospedeiro
vertebrado, a Leishmania assume sua forma amastigota, que apresenta caracteristica
arredondada, intracelular obrigatéria, ndo moével e aflagelado (KAYE; SCOTT, 2011).

O ciclo de transmissé&o inicia-se quando o vetor realiza a hematofagia em um hospedeiro
infectado e ingere o sangue contendo amastigotas do parasito ou macréfagos infectados (Figura
1). No trato digestorio do flebotomineos, o parasito se prolifera e sofre um processo de
transformacdo com varias alteraces bioquimicas em sua superficie denominado
metaciclogénese (GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). Durante esse processo as amastigotas
ingeridas perdem sua capacidade de adeséo ao epitélio do intestino do vetor, reduzem o tamanho
corporal, aumentam o tamanho e o batimento do flagelo e se transformam nas formas
promastigotas prociclicas e posteriormente em promastigotas metaciclicas que sdo altamente
infectantes (SACKS, 2001). Nessa forma, o parasito migra para a faringe e cavidade bucal do
inseto, que pode ser inoculado na pele do hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo
(AKOPYANTS et al., 2004). Nesse momento o parasito é rapidamente fagocitado por uma
variedade de células como macrdfagos, neutrofilos e células dendriticas ou sdo internalizados
de forma ativa (CHAPPUIS et al., 2007).

Dentro das células ha a formac&o dos fagolisossomos a partir da juncdo do fagossoma
com os lisossomos. Nesta organela formada ap6s a fagocitose, ocorrem varios processos
celulares resultantes da interacdo parasito-hospedeiro, dentre eles degradagdo das enzimas

produzidas dentro dos fagolisossomos (proteases, nucleases, fosfatases e lipases), estresse
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oxidativo e producdo de Oxido nitrico (BESTEIRO et al., 2007; LODGE; DESCOTEAUX,
2005; VAN ASSCHE et al., 2011). Esses processos tornam o ambiente do fagolisossomo
bastante &cido e hidrolitico e a forma promastigota € sensivel a esse ambiente, com isso, as
promastigotas comecam a se diferenciar em amastigotas que s@o mais resistentes. Mantendo o
controle das condi¢bes ambientais internas do vactolo, a amastigota inicia o0 processo de
replicacéo, causando a lise celular, e permitindo que os parasitos seja internalizados por outras
células ou sejam sugados por outro flebotominio, recomecando todo o ciclo (SANTOS et al.,
2014a).

Proliferacao no intestino médio

IRSENANON
Promastigotas €
A . rociclicas
mastigotas @ P > Promastigotas
A

metaciclicas

<@ s T ™
<G s
< B

\

Picada do flebotomo

{\7 e f\vl Ligacao
g

P /4.‘7

o 2

-
2 ——
\ N \ Reinvasao <

( /4
/\A Fagolisossomo

Amastigota intracelular

/

Fagdcito

Absorcao

Proliferacao

Figura 1 - Ciclo de vida da Leishmania. Durante o repasto sanguineo, fleb6tomos infectados irdo transmitir o
parasito na forma promastigota metaciclica para o hospedeiro. No local da lesdo, o parasito serd fagocitado e
havera a formacéao do fagolisossomo, local onde o parasito ird se diferenciar na forma amastigota e se multiplicar.
A replicacdo da amastigota pode causar ruptura da célula, permitindo a infec¢do de outros fagdcitos. Quando uma
célula infectada é sugada pelo flebdtomo durante o repasto sanguineo, as amastigotas irdo sofrer o processo de
metaciclogénese e se diferenciar em metaciclica, que é a forma infectante.

Fonte: Adaptado de (MOREIRA; BATISTELA, 2011)
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

A leishmaniose ¢é considerada pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) uma doenca
tropical negligenciada, que afeta principalmente pessoas de baixa renda na Africa, Asia e
América Latina. Atualmente mais de 1 bilhdo de pessoas estdo sob risco de infecgdo e estima-
se que 30 mil novos casos de Leishmaniose Cutanea (LC) ocorram anualmente (OMS, 2019).
A leishmaniose é encontrada em todos os continentes, exceto Australia e Antartica, ja que o
clima e outros aspectos ambientais influenciam na presenga geografica dos vetores e
consequentemente nas areas onde a doenca é encontrada (CDC, 2020). Além disso, a doenca
esta associada a desnutri¢do, deslocamento populacional, moradia precaria, e falta de recursos
(OMS, 2021).

Segundo OMS em 2019, 98 paises eram endémicos para as leishmanioses, desses, 71
paises eram endémicos tanto para LC, quanto para leishmaniose visceral (LV). Nesse mesmo
ano, mais de 87% dos novos casos de LC ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colémbia, Ira, Iraque, Libia, Paquistdo, Republica Arabe Siria e Tunisia (Figura 2 A). E para a
LV estima-se mais de 1 milhdo de novos casos anualmente, sendo que em 2019, noventa por
cento dos novos casos notificados 8 OMS ocorreram em 10 paises: Brasil, Etiopia, Eritreia,
india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Sud&o do Sul e Sud&o (Figura 2 B) (OMS, 2019).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), de 2001 a 2019 foram
notificados 1.028.054 casos de leishmaniose cutanea por 17 dos 18 paises endémicos das
Américas, sendo que o Brasil foi 0 pais que notificou mais casos ao final de 2019. Essa situacéo
se repetiu nos casos de leishmaniose visceral, no qual, o Brasil representou 97% do total de
casos notificados em 2019 (2.529 casos de LV) (OPAS, 2020).
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Countries reporting
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Figura 2 - Distribuicéo geogréafica da leishmaniose. A. cutanea e B. visceral, no Mundo, 2019. As cores no
mapa variam de acordo com o nimero de casos de leishmaniose relatados, numa escala que varia de verde, nos
paises que relataram zero casos, até marrom nos paises que relataram mais de mil casos.

Fonte: (OMS, 2019).
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1.3 FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE

Existem mais de 20 espécies de Leishmania, que sdo divididos nos subgéneros
Leishmania ou Viannia. Dependendo da espécie do parasito, da resposta imune e do
background genético dos individuos, a doenca pode apresentar manifestacfes clinicas bem
distintas. S&o classificadas em dois grandes grupos: leishmaniose visceral e leishmaniose
tegumentar (LT) (DEPS et al., 2000; KAYE; SCOTT, 2011).

A LV, popularmente conhecida como kala-azar caracteriza-se por ser uma enfermidade
cronica que atinge 6rgdos como figado, baco e linfonodo, e é considerada a forma mais
prejudicial da doenca. No Brasil, essa forma clinica é causada pela espécie Leishmania
(Leishmania) infantum e o diagnoéstico é feito através da combinacdo de sinais clinicos com
exames parasitolégicos ou soroldgicos (GRAMICCIA; GRADONI, 2005; OMS, 2021). Os
sintomas da LV incluem febre, fadiga, fraqueza, perda do apetite e de peso. Além de sintomas
caracteristicos de invasdo parasitaria do sangue, como: hepatoesplenomegalia, pancitopenia e
linfonodos aumentados (CHAPPUIS et al., 2007; GRAMICCIA; GRADONI, 2005). A
leishmaniose dérmica pés kala-azar (PKDL) é uma complicacdo da LV caracterizada por
erupcgéo cutanea nodular contendo muitos parasitos. O intervalo entre a LV tratada e a PKDL
varia de meses até anos e pode ser encontrado em individuos imunossuprimidos residentes de
areas endémicas de Leishmania infantum (CHAPPUIS et al., 2007).

A LT é uma doenca espectral que acomete a pele, podendo estender-se até as mucosas
(ALVAR et al., 2012; LAINSON; RANGEL, 2005). Existem diversas manifestacdes clinicas
da LT e a classificacdo envolve parametros clinico-histopatolégicos como o tipo da lesdo, a
resposta imunoldgica e o curso da doenca (REITHINGER et al., 2007; SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004). Entre essas manifestaces clinicas, as mais comumente encontradas sdo:
leishmaniose cutdnea mucosa (LCM), leishmaniose cutdnea difusa (LCD), leishmaniose
disseminada (LD) e a leishmaniose cutanea localizada (LCL) (Figura 3). Nao se sabe ao certo
0 que causa as grandes variacOes de apresentacdo clinica da LT, porém, acredita-se que essa
variacdo ocorra devido as caracteristicas relacionadas ao parasito e ao hospedeiro
(GUIMARAES et al., 2008; REITHINGER et al., 2007).

A LCM é frequentemente causada por parasitos das espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.)
panamensis e L. (V.) guyanensis e na maioria das vezes é resultado da evolucdo da LCL
(MACHADO-COELHO et al., 2005; TORRES-GUERRERO et al., 2017). A forma mucosa
atinge principalmente a mucosa nasal, mas também pode envolver o palato, faringe e laringe,

causando lesdes desfigurantes. Essa forma da doenca representa o polo hiperérgico da resposta
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imune, que € impulsionada pela imunopatologia, caracterizada por uma hipersensibilidade
tardia (DTH) (Figura 4), forte resposta imune do tipo Th1 com altos niveis de interferon y (IFN-
v), 0 que leva a necrose da mucosa nasofaringea e consequente escassez de parasitos nas lesées
(CARVALHO; PASSOS; JESUS, 2005; SCOTT; NOVAIS, 2016; SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004).

A LCD ¢ também chamada de leishmaniose cutanea difusa anérgica (LCDA), j& que
representa o polo anérgico da resposta imune, caracterizado por elevados niveis de interleucina
4 (IL-4), IL-10, altos titulos de anticorpos circulantes e grande quantidade de parasitos nas
lesbes (SCOTT; NOVAIS, 2016; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). A forma difusa
é relativamente rara e no Brasil a L. (L.) amazonensis é a principal espécie causadora
(SILVEIRA et al., 2008). Essa manifestacdo é clinicamente caracterizada por formacdo de
placas e multiplos nédulos ndo ulceradas distribuidos por grandes regides do corpo do paciente
(SILVEIRA et al., 2009; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

A LD apresenta multiplas lesdes em varias partes do corpo e estéd associada aos parasitos
das espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (MACHADOA et al., 2011; SILVEIRA;
LAINSON; CORBETT, 2004). Essa manifestacdo clinica era muitas vezes confundida com a
LCD, entretanto mais recentemente foi clinica e imunologicamente melhor classificada. A
resposta imune na LD é do tipo Thl, com niveis significativos de IFN-y e Fator de Necrose
Tumoral o (TNF-a), e do ponto de vista histopatoldgico, é observado na lesdo a presenca de
linfécitos e macrofagos com poucos parasitos (CARVALHO; PASSOS; JESUS, 2005;
SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

A LCL é a forma mais frequentemente encontrada e € caracterizada pela presenca de
uma ou mais Ulceras na pele, com centro necrético, bordas elevadas e desenvolvimento de
resposta inflamatéria intensa (COSTA, 2009; GUIMARAES et al., 2008). No Brasil, o principal
agente etioldgico da LT é a Leishmania braziliensis, a qual na maioria das vezes leva ao
desenvolvimento da LCL (MACHADO et al., 2010). A resposta imune na LCL é do tipo Thl,
com elevados niveis plasmaticos de citocinas IL-2, IFN-y e TNF, sendo a célula CD4 a que
mais contribui com a producdo dessas citocinas, tanto no sangue periférico quanto a nivel
tecidual. O aspecto histopatolégico da lesdo apresenta infiltrado mononuclear e poucos
parasitos (CARVALHO; PASSOS; JESUS, 2005; SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004;
TORRES-GUERRERO et al., 2017).
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Leishmaniose Cutanea Leishmaniose Cutanea
Mucosa Difusa

Leishmaniose Leishmaniose Cutanea
Disseminada Localizada

Figura 3 - Manifestacdes clinicas da Leishmaniose Cutanea. A: representagéo da
leishmaniose cutdnea mucosa. B: representacdo da leishmaniose cutanea difusa. C:
representacdo da leishmaniose disseminada. D: representacdo da leishmaniose
cutanea localizada. Fonte: A: Imagem autoral. B-D:

Fonte Adaptado de (MINISTERIO DA SAUDE, 201).

Leishmaniose Cutianea Leishmaniose Cutinea Leishmaniose Cutanea
Mucosa Localizada Difusa

Doenca Grave

r
Doenca Doenca Grave

Moderada

Figura 4 - Aspectos imunoldgicos da Leishmaniose Cutanea. O espectro imunolégico da leishmaniose
cutanea varia de altos niveis de imunidade mediada por células, representado pela manifestacdo clinica da
leishmaniose cutdnea mucosa, a uma resposta mediada por altos niveis de anticorpos, representada pela
manifestagdo clinica da leishmaniose cutanea difusa.

Fonte: Adaptado de (SCOTT; NOVAIS, 2016).
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1.4 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

O tratamento de individuos com leishmaniose tem sido um desafio para médicos e
pesquisadores. Os farmacos mais utilizados e com melhores resultados sdao 0s antimoniais
pentavalentes: antimoniato de meglumina (glucantime) e o estibogluconato de sddio (pentostan)
(DEPS et al., 2000; SALDANHA et al., 2000). O glucantime e o pentostan incluem as drogas
de primeira linha, entretanto, drogas de segunda linha como pentamidina e anfotericina também
sdo usadas para tratar a leishmaniose (GHORBANI; FARHOUDI, 2018). Apesar dos sucessos
alcancados, estas drogas possuem alta toxicidade e efeitos colaterais indesejaveis. Além disto,
tem se observado um aumento preocupante de casos onde estes farmacos ndo levam a cura do
paciente, permitindo o surgimento de cepas resistentes e aumento da frequéncia de casos de
Leishmaniose Recidiva Cutis (LRC). Os individuos com LRC apresentam lesdes nodulares ou
pequenas papulas ao redor de uma cicatriz anterior ndo curada (COSTA, 2009).

Embora os antimoniais pentavalentes [Sb(V)] sejam a primeira linha de medicamentos
utilizados em todo o mundo, o seu mecanismo de acdo ndo estd muito bem esclarecido, ainda
h& davidas se a forma ativa contra a Leishmania é a Sb(V), ou a forma trivalente Sb(lll)
(TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016). No primeiro mecanismo proposto, o Sb(V) é
considerado uma pro-droga que é reduzido dentro do organismo para a forma mais ativa e
toxica, o Sb(lll), através da acdo dos tiois: glutationa (GSH), o principal tiol localizado no
citoplasma de células mamiferas, cisteina (Cis) e cisteina-glicina (Cys-Gly) que séo
predominantes nos lisossomos, e 0 conjugado de bisglutationil-espermidina T(SH)2, que é o
principal tiol localizado no parasito. Portanto, a reducdo da forma pentavalente & forma
trivalente reduz a capacidade antioxidante e torna-se uma arma eficaz contra a Leishmania
(FREZARD et al., 2001; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016; YAN et al., 2003).

De acordo com o segundo modelo, o Sh(V) apresenta atividade leishmanicida intrinseca
(FREZARD; DEMICHELLI; RIBEIRO, 2009). LUCUMI et al., 1998, demonstraram que 0
Sb(V) inibe a topoisomerase em Leishmania donovanni. DEMICHELI et al., 2002, relataram
pela primeira vez a capacidade de Sh(V) formar uma interacdo estavel com uma biomolécula,
e nesse caso houve a formacgdo de complexos de Sh(V) com adenina ribonucleosideo. Esse
complexo resultante pode atuar como inibidor dos transportadores de purina da Leishmania,
interferindo no metabolismo de nucleosideos (FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009).

De forma geral, os beneficios do uso do antimonial pentavalente incluem baixa
dosagem, acdo réapida e baixo custo. Porém, devido ao acimulo dessa droga nos tecidos, 0s

efeitos adversos incluem vémito, nauseas, anorexia, mialgia, dor abdominal, dor de cabeca,
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artralgia e letargia, irritacdo local, aumento das enzimas hepéticas, da ureia, creatinina, e
alteracOes eletrocardiograficas. Além disso, o uso prolongado e os efeitos adversos do
antimonial pentavalente estd associado com o aumento de casos de abandono do tratamento e
consequentemente, contribuindo com o surgimento de cepas resistentes, causando falha no
tratamento de até 65%, como relatado em Bihar, na india (DE MENEZES et al., 2015;
GHORBANI; FARHOUDI, 2018; MURRAY et al.,, 2005; TORRES-GUERRERO et al.,
2017).

A Anfotericina B (ANF-B) é considerada a segunda escolha para o tratamento das
leishmanioses, porém em alguns paises como india, o alto indice de falha ao antiomonial
pentavelente tornou a ANF-B o medicamento de primeira escolha (BARRETT; CROFT, 2012).
A ANF-B é um antinfungico da classe dos polienos, originalmente produzidos por Streptomyces
nodosus, uma bactéria filamentosa, e a atividade leishmanicida da AFN-B foi demonstrada pela
primeira vez em 1960 (MCMILLAN, 1960; PURKAIT et al., 2012). O mecanismo de agéo da
ANF-B contra Leishmania ocorre através de dois meios distintos. No primeiro, hd a auto-
oxidacdo da ANF-B e a consequente producao de radicais livres (TASLIMI; ZAHEDIFARD;
RAFATI, 2016). E o segundo mecanismo se da através da ligacdo do medicamento ao
ergoesterol, um esterol presente na membrana da Leishmania, gerando poros transmembrana,
que consequentemente aumenta a permeabilidade e permite a entrada alterada de cations, agua
e glicose, o0 que gera um desequilibrio idnico e afeta as enzimas localizadas na membrana do
parasito. Além disso, a interacdo com os esterdis na membrana das células do hospedeiro
diminui a entrada da Leishmania nas células ndo infectadas (PAILA; SAHA;
CHATTOPADHYAY, 2010; PURKAIT et al., 2012).

Os efeitos adversos associados & ANF-B incluem febre, calafrio, nefrotoxicidade e
cardiotoxicidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Outros efeitos toxicos mas
incomuns sdo hipocalemia e miocardite. Embora outras formula¢Ges de ANF-B tenham sido
desenvolvidas para diminuir as reacdes adversas e melhorar a sua biodisponibilidade, como as
formas coloidal e lipossémica, essas formas sdo muito caras e sensiveis a temperaturas mais
altas, questdes que dificultam o uso desse medicamento em paises em desenvolvimento (DE
MENEZES et al., 2015; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016).

A pentamidina, uma diamidina aromatica, € um agente antiprotozoario que € utilizado
como um medicamento de segunda linha para casos de leishmaniose resistente ao antimonial
pentavalente, desde 1952 (CROFT; YARDLEY, 2002). O mecanismo de ac¢ao da pentamidina
também permanece incompletamente compreendido, porém acredita-se que ocorra através de

alguns alvos. No primeiro, a droga interfere na sintese de poliaminas, ao inibir o uso do
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substrato pelas enzimas ornitina descarboxilase e espermidina sintetase. Essas poliaminas séo
importantes para a vida da Leishmania, pois auxiliam na regulacdo, crescimento e diferenciacéo
celular. O outro mecanismo se da através da ligacdo da pentamidina a regides do DNA (Acido
Desoxirribonucleico) do parasito ricas em adenina e timina, consequentemente interferindo na
sintese de DNA da Leishmania. Além desses, acredita-se que a pentamidina também interfere
no potencial da membrana interna da mitocondria do parasito (CROFT; YARDLEY, 2002;
SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004).

Apesar da eficacia, a resisténcia da Leishmania a pentamidina ja tem sido descrita, alem
disso, essa droga é altamente toxica e apresenta efeitos adversos como diabetes mellitus,
hipoglicemia, hipotenséo, miocardite, toxicidade renal e até morte. Por conta desses fatores, a
pentamidina é utilizada com pouca frequéncia, e muitas das vezes é utilizada em protocolos
terapéutico combinados (DE MENEZES et al., 2015; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

O fator estimulador de coldnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) é uma
glicoproteina que tem importante papel no crescimento de células-tronco da medula Gssea
(ALMEIDA; BRITO; MACHADO, 2005). Os dois subconjuntos de linfécitos Thl e Th2
respondem ao GM-CSF e além disso, ele é capaz de estimular a fibrose e a cicatrizacdo de
feridas teciduais, ja que apresenta propriedades similares ao TGF-B (Fator de Transformagao
do Crescimento), uma citocina que desempenha papel central na cicatrizacdo (JONES, 1993;
PARRONCHI et al., 1991). Ja& foi demonstrado que o GM-CSF apresenta uma acao
leishmanicida in vitro contra Leishmania donovani, L. amazonensis e L. major a partir da
ativacdo de macréfagos (AL-ZAMEL et al., 1996; HO et al., 1990; WEISER et al., 1987). Em
humanos, 0 GM-CSF pode induzir resposta imune do tipo Th1, com ativacdo de macr6fagos
em resposta a Leishmania, gerando uma apresentacao de antigenos mais eficaz e inducéo de
cicatrizacao e fibrose (GRAHAM; BURGESS, 1992; JONES, 1993).

Um estudo duplo cego, randomizado, placebo controlado, demonstrou que o uso de
GM-CSF intra-lesional associado ao tratamento com antimonial aumentou significativamente
a chance de cicatrizacdo da lesdo em 40 dias. Quando comparado com o grupo tratado com
antimonial e placebo, o tempo de cura do grupo tratado com GM-CSF e antimonial reduziu
mais de 50%. Além disso, o tratamento com GM-CSF aumentou a producéo de 1L-10, citocina
com propriedade imunorregulatoria que contribui no controle da inflamacdo e do dano tecidual
na leishmaniose cutanea. A redugdo do tempo de cura no grupo tratado com GM-CSF pode
ocorrer por trés mecanismos: destruicdo dos parasitos por ativacdo direta dos macréfagos,

modulacéo da resposta imunoldgica e aumento da formacao de cicatriz (ALMEIDA et al., 1999;
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ALMEIDA; BRITO; MACHADO, 2005). Outros estudos que avaliaram a eficcia da aplicacdo
topica do GM-CSF combinado com o tratamento com antimonial, demonstraram uma redugéo
no tempo de cicatrizacdo das lesbes de pacientes com leishmaniose cutanea, sem efeitos
colaterais e recidiva da doenca (ALMEIDA et al., 2005; SANTOS et al., 2004).

Na ultima década, com a descoberta da importancia do equilibrio Th1/Th2 para o
desfecho da leishmaniose, muitos estudos tém demonstrado o uso de citocinas e antagonistas
de citocinas para o tratamento da leishmaniose (ALMEIDA; BRITO; MACHADO, 2005;
SCOTT; NOVAIS, 2016; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2016). Nessa tematica, o IFN-
v € uma citocina liberada por linfocitos Thl, capaz de ativar macrofagos para destruir parasitos
intracelulares como a Leishmania e tem demonstrado efeitos satisfatorios na cura de pacientes
com leishmaniose (BADARO et al., 1993; REED; SCOTT, 1993; ROATT et al., 2020).

Kolde e colaboradores em 1996 avaliou a eficacia da administragdo de INF- y por via
subcutdnea em um periodo de 28 dias em um paciente com leishmaniose cutanea. O estudo
demonstrou que a terapia com INF- y foi efetiva para a cura do paciente e pode ser um
tratamento eficaz para leishmaniose cutanea, sem efeitos colaterais como observado no
tratamento com o antimonial pentavalente (KOLDE et al., 1996). Outros estudos demonstraram
que a administracdo de INF-y promoveu o controle parasitologico em pacientes com
leishmaniose visceral, e combinado com baixas doses de antimonial pentavalente foi eficaz para
a cura de pacientes com leishmaniose cutanea (FALCOFF et al., 1994; SUNDAR; MURRAY,
1995).

1.5 DROGAS PROPOSTAS

Atualmente, a maioria dos tratamentos utilizados agem diretamente na destruicdo dos
parasitos ou limitando a sua multiplicacdo (BARBOSA et al., 2015). As taxas de cura do
antimonial pentavalente em uma area endémica de transmisséo da L. braziliensis variam entre
50 e 90% (ESPADA et al., 2017; MACHADO et al., 2010). Neste contexto, a busca de novos
farmacos faz-se necesséaria para o tratamento destes casos.

A proteina de choque térmico 90 (HSP90) é uma das proteinas mais abundantes da
Leishmania e representa cerca de 2,8% do teor total de proteinas do parasito. A HSP90 é
responsavel por interagir diretamente com fatores de transcrigéo e reguladores do ciclo celular
e desempenha um importante papel na diferencia¢do da forma promastigota da Leishmania para
a forma amastigota (LI et al., 2009; WIESGIGL; CLOS, 2001). Sendo assim, a manipulacdo do

HSP90 por inibidores especificos gera modificagdes no processo de transformacdo da
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Leishmania e tem sido considerada como um potencial alvo molecular para o tratamento da
leishmaniose (PETERSEN et al., 2012; VARELA-M et al., 2014).

Nesse sentido, alguns estudos avaliaram o papel leishmanicida da 17-(allylamino)-17-
demetoxigeldanamycin (17-AAG), um inibidor especifico de HSP90, analogo a geldanamicina.
17-AAG inibiu efetivamente o crescimento de Leishmania braziliensis, tanto in vitro quanto in
vivo e apresentou efeitos semelhantes sob a diminuicdo da carga parasitaria de macréfagos
infectados com Leishmania amazonensis (PETERSEN et al., 2012; SANTOS et al., 2014b).
Em Leishmania infantum e L. panamensis, 17-AAG induziu a parada do ciclo celular e induziu
a morte celular (VARELA-M et al., 2014).

Os medicamentos fitoterapicos tém seus componentes farmacologicamente ativos
derivados de ervas medicinais e séo utilizados em tratamentos de muitas doencas, incluindo a
leishmaniose (DE OLIVEIRA etal., 2017). Nesse contexto, varios estudos ja avaliaram o efeito
leishmanicida in vivo de compostos derivados de ervas no tratamento da leishmaniose (DE
BARROS DIAS et al., 2020). Dentre eles, alguns dos derivados de ervas medicinais que
apresentaram efeitos significativos no tratamento da leishmaniose experimental foram: fracédo
diclorometano rica em lactona sesquiterpénica obtida de Tanacetum parthenium, 6leo essencial
da planta Chenopodium ambrosioides e alicina, presente no alho (Allium sativum). Todos esses
compostos evitaram o desenvolvimento das lesdes e diminuiram a carga parasitaria com pouca
ou nenhuma toxicidade em camundongos BALB/c infectados com Leishmania amazonensis e
Leishmania major. A eficacia desses compostos foi semelhante ou maior que a eficicia do
Glucantime ou do Pentostan (METWALLY et al., 2016; MONZOTE et al., 2014; RABITO et
al., 2014).

A Iniciativa de Drogas para Doencas Negligenciadas (DNDi) identificou na dltima
década trés classes quimicas com efeitos leishmanicidas potentes, os benzoxaboroles, 0s
aminopirprazols e os nitroimidazoles (VAN BOCXLAER et al., 2019). Esses compostos
demonstraram potente atividade antileishmania in vitro, perfis farmacocinéticos que garantem
a biodisponibilidade na administracdo de medicamentos orais e altos niveis de atividade contra
leishmaniose visceral e cutanea experimental (VAN BOCXLAER et al., 2019; VAN DEN
KERKHOF et al., 2018).

Os benzoxaboroles, conhecidos também como DNDIi-6148 é um composto organico
aromatico composto pela fusdo de um anel de benzeno com um anel de oxazol, e sua atividade
antileishmania se da através da inibi¢do do Fator de Especificidade de Decote e Poliadenilagdo
3 (CPSF3) (MOWBRAY et al., 2021). O CPSF3 é uma endonuclease envolvida no decote da

regido 3’ de uma molécula de RNA pré-mensageiro (pré-mRNA) e no controle da
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poliadenilacdo, sendo um possivel alvo contra Leishmania (BEGOLO et al., 2018; WALL et
al., 2018). O DNDi-6148 apresentou efeitos potentes in vitro contra Leishmania aethiopica, L.
amazonensis, L. panamensis, L. mexicana e L. tropica, e in vivo contra Leishmania infantum,
L. donovani e L. major (VAN BOCXLAER et al., 2019; VAN DEN KERKHOF et al., 2018).
Como resultado do seu perfil promissor, 0 DNDi-6148 foi declarado um candidato pré-clinico
e esta em estudo de fase 1 para o tratamento da leishmaniose visceral e cutinea (MOWBRAY
etal., 2021).

Os nitroimidazoles também conhecidos como DNDi-0690 sdo uma classe de
antimicrobianos que apresenta um amplo espectro de atividade contra bactérias e protozoarios,
incluindo a Leishmania (VAN BOCXLAER et al., 2021). O DNDi-0690 apresentou atividade
potente contra Leishmanias do velho e do novo mundo, além disso, demonstrou reducéo da
carga parasitaria e do tamanho da lesdo em modelos in vivo de leishmaniose experimental
tegumentar e visceral (PETRI E SILVA et al., 2016; VAN DEN KERKHOF et al., 2018;
WIINANT et al., 2019). Também devido ao seu perfil promissor, 0 DNDI-0690 foi aprovado
para prosseguir com os estudos de fase 1 para o tratamento da leishmaniose (DE BARROS
DIAS et al., 2020).

1.6 DETC E HIDROXILAMINA

Outra alternativa interessante para o tratamento da leishmaniose é o uso de farmacos
gue atuam em mecanismos da resposta imune, pois estes tém demonstrado resultados
promissores (GANTT et al., 2001). Um dos principais mecanismos imunes de destruicdo de
parasitos intracelulares, como a Leishmania spp., € 0 aumento da concentragdo de radicais livres
de oxigénio — superoxido, hidroxila, peréxido de hidrogénio, 6xido nitrico e perdxido de nitrito
(GANTT et al., 2001).

O dietilditiocarbamato de sédio (DECT) é um composto que pertence a familia dos
ditiocarbamatos e é formado por duas porcdes diferentes na sua estrutura quimica (Figura 5).
Uma porgdo de amina formada por nitrogénio e dois grupos etilicos que podem estimular a
producdo de espécies reativas de oxigénio, e uma por¢do que possui uma extremidade de
dissulfeto de carbono que pode quelar metais, exibindo maior afinidade pelos ions de cobre
(Cu?") (COUCOUVANIS, 1979; OLIVEIRA et al., 2019, 2021). Por estes motivos, varias
aplicacdes farmacoldgicas foram observadas nesse composto que j& é amplamente utilizado
para 0 tratamento do alcoolismo, envenenamento por metais e AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida) (BREWER, 1993; KAPLAN et al., 1989; PANG et al., 2007;
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SHINOBU; JONES; JONES, 1983).

O DETC também é conhecido também como Imuthiol, um imunomodulador sintético
da classe dos timomiméticos, que acelera a diferenciacdo e maturacdo de pré-mieldcitos e
modula as fun¢des dos linfécitos T maduros (HENOUX et al., 1979). Além disso, o DETC ¢
capaz de inibir o funcionamento da superoxido dismutase 1 (SOD1), enzima que tem como
principal cofator o cobre, e é responsavel por transformar o superéxido em peroxido de
hidrogénio e oxigénio (ASSOLINI et al., 2020; KHOURI et al., 2010). O DETC também
interfere no funcionamento de outras enzimas, como as metaloproteases, que Sao necessarias
para a sobrevivéncia de parasitos (OLIVEIRA et al., 2019). Essa capacidade do DETC de
interagir com metais pode estar relacionada a processos oxidativos, que s80 mecanismos
importantes para a eliminagédo de outros microrganismos (BOND; MARTIN, 1984).

O efeito antimicrobiano do DETC foi inicialmente demonstrado contra Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Mucor mucedo e Aspergillus omigatus em doses aceitaveis
para a administragdo intravenosa em humanos (ALLERBERGER et al., 1989). Outros trabalhos
investigaram os efeitos do DETC como um agente anticancerigeno, antibacteriano, antiviral e
antiparasitario (FEUSER etal., 2021; HUBNER et al., 1991; KAPLAN et al., 1989; OLIVEIRA
et al., 2019). O DETC demonstrou efeitos microbicidas contra 0 Mycobacterium tuberculosis,
0 mesmo foi capaz de atrasar a progressao para a AIDS e reduziu a incidéncia de infecgdes
oportunistas em pacientes com HIV-1, além de demonstrar atividade antiparasitaria contra o
Trypanosoma cruzi (HERSH et al., 1991; HUBNER et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2021;
REISINGER et al., 1990).

O efeito leishmanicida do DETC foi inicialmente demonstrado contra Leishmania
amazonensis e L. braziliensis in vitro, no qual esse composto foi capaz de induzir a produgéo
de superoxido e morte dos parasitos em culturas axénicas e em macréfagos infectados. Além
disso, o DETC foi capaz de reduzir significativamente o tamanho da lesdo e a carga parasitaria
em camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis e tratados com o farmaco
(KHOURI et al., 2010). Em 2016 foi demonstrado que a aplicagdo topica de membranas de
celulose bacteriana contendo DETC diminuiu significativamente o tamanho da leséo, a carga
parasitaria e a resposta inflamatéria no local da lesdo em camundongos BALB/c infectados com
Leishmania braziliensis (CELES et al., 2016). Recentemente, o DETC demonstrou efeitos
leishmanicidas contra Leishmania amazonensis (ASSOLINI et al., 2020). Sendo assim, o
DETC apresenta resultados promissores para o tratamento da leishmaniose (KHOURI et al.,
2010).

A hidroxilamina é um composto inorganico com propriedades redutoras e antioxidante
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(Figura 6), e pode ser encontrada em processos biolégicos como um metabdlito do ciclo do
nitrogénio de alguns microrganismos (CHEN et al., 2015; SOLER-JOFRA; PEREZ; VAN
LOOSDRECHT, 2021). Esse composto impacta na liberacdo de 6xido nitrico (N2O) e
monoxido de nitrogénio (NO) por bactérias aerébias oxidantes de amonio e 0 seu impacto em
outros microrganismos é pouco estudado (SOLER-JOFRA; PEREZ; VAN LOOSDRECHT,
2021). Além disso, sabe-se que a hidroxilamina é produzida durante a reducéo de nitratos por
Escherichia coli, é formada também como um intermediario durante a oxidacdo da amdnia em
nitrato por Nitrosomonas e pode ser formada no corpo a partir de drogas como anfetaminas,
efedrina e norofedrina (GROSS; SMITH, 1985; KOLASA; WARDENCKI, 1974; SOLER-
JOFRA; PEREZ; VAN LOOSDRECHT, 2021).

Apesar de seus efeitos contra microrganismos serem pouco estudados, recentemente foi
demonstrado que compostos derivados de hidroxilamina apresentaram efeitos antimicrobianos,
através da inibicdo da enzima ribonucleotideo bacteriana redutase, essencial para a proliferacdo
bacteriana durante a infecgdo. Os compostos apresentaram atividade antimicrobiana contra
bactérias gram negativas e positivas, com baixa toxicidade em células eucariéticas. Além disso,
0s compostos mais promissores foram capazes de reduzir a biomassa do biofilme de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli (MIRET-CASALS et al.,
2018). Outro estudo demonstrou o potencial efeito contra o Toxaplasma gondii in vitro e in
vivo, por ser um inibidor da aminotransferase aspartato. Essa enzima catalisa a reacao reversivel
de aspartato e o-cetoglutatra para glutamato, que sdo intermediarios importantes para o
metabolismo de carbono e o ciclo de aminoacidos para sobrevivéncia de parasitos. Portanto,
esses dados indicam que a hidroxilamina pode ser til para o tratamento da toxoplasmose (LI
et al., 2020). Além disso, acredita-se que o metabolismo da hidroxilamina promova o aumento
de perdxido de nitrito, destruindo com mais eficacia parasitos intracelulares (CHEN et al.,
2015). Deste modo, estas observacdes sugerem que a hidroxilamina e o DETC podem ser

potenciais candidatos alternativos para o tratamento da LT e LV.
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Figura 5 - Estrutura quimica do dietilditiocarbamato de sédio (DETC). A. Férmula estrutural e B. Estrutura
guimica tridimensional. Fonte: A. Google imagens. B.
Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA et al., 2019).
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Figura 6 - Estrutura quimica da hidroxilamina.
Fonte: Google imagens.
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2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose é considerada pela OMS uma das principais doencas negligenciadas no
mundo, que afeta principalmente a populacdo pobre e atualmente mais de 1 bilh&o de pessoas
estdo sob risco de infecgdo. Os tratamentos das leishmanioses baseiam-se principalmente na
quimioterapia, que é inadequada e cara. Os farmacos mais usados e com os melhores resultados
sdo 0s antimoniais pentavalentes e eles tém sido usados desde a metade do século 20 para o
tratamento dessa doenca. Entretanto, essas drogas apresentam alta toxicidade, efeitos colaterais
desconfortaveis e devem ser usadas por um longo prazo, com um esquema de administracdo
parental diario. Esses fatores reduzem a aderéncia, resultando no abandono e insucesso do
tratamento, que pode contribuir com o surgimento de cepas resistentes e 0 aumento de casos
ndo curados. Por isso, é de suma importancia a busca de novos farmacos com baixa toxicidade

e alta capacidade leishmanicida para o tratamento da leishmaniose.

2.1 HIPOTESE

A associacdo de hidroxilamina e DETC pode ser um tratamento eficaz para a

leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral, com baixa toxicidade.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Geral

Testar a acdo in vitro da associacdo de Hidroxilamina e DETC contra Leishmania

braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania infantum.

2.2.2 Especificos

- Avaliar o potencial leishmanicida da associa¢do de Hidroxilamina e DETC contra a
sobrevivéncia da cultura axénica de Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e
Leishmania infantum;

- Avaliar a citotoxicidade da associagdo de Hidroxilamina e DETC sobre a sobrevivéncia
de células de mamiferos;

- Avaliar o potencial leishmanicida da associacdo de Hidroxilamina e DETC contra
macrofagos murinos infectados com Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e

Leishmania infantum.
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3 METODOLOGIA
3.1 CEUA

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob
protocolo n® 001/2018 e os animais foram mantidos em condicbes livres de patdgenos e
manipulados de acordo com as normas de ética do Instituto Oswaldo Cruz para experimentacao

animal.

3.2 CULTIVO DE CELULAS L929

Células de linhagem fibroblastica tumorigénico de camundongos L929, foram cultivadas
para obtencdo de M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), em garrafas de cultura de
75 cm? contendo meio RPMI (RPMI 1640 - Gibco) completo, suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF — Hyclone) e 1% dos antibioticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep —
Gibco) em estufa a 37 °C, com 5% de CO? por 5 dias. Em seguida, estas células foram incubadas
com 4 mL de Tripsina-EDTA a 0,05% (Gibco) durante 5 minutos e foram centrifugadas a 1200
rpm (rotagcbes por minuto), por 10 minutos, a 4°C. Posteriormente, as células foram
ressuspendidas e plaqueadas na concentragdo de 1x10° em garrafas de 125cm? com 20 mL de
meio RPMI completo por 12 dias. Apds este periodo, o sobrenadante contendo M-CSF foi
coletado e centrifugado a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C. Em seguida, foi realizada a filtracdo
em sistema de filtragdo de 0,22 um a vacuo, distribuidos em tubos Falcon de 15mL e mantido
a-20 °C.

3.3 OBTENCAO DE MACROFAGOS DE CAMUNDONGO BALB/c

Foram utilizados camundongos BALB/c (fémeas entre 4 a 6 semanas de vida) oriundos
do Biotério do Instituto Gongalo Moniz (IGM/FIOCRUZ-BA). Células precursoras de
macrofagos foram obtidas a partir da lavagem da cavidade déssea do fémur e da tibia dos
camundongos BALB/c. Em seguida, as células foram cultivadas em placas de Petri contendo
meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF — Hyclone), 1% dos antibioticos
penicilina e estreptomicina (Pen Strep — Gibco) e 30% de sobrenadante de fibroblastos murinos
L929. A cultura foi incubada a 37°C com 5% de CO> por sete dias para que ocorresse a
diferenciacdo das células precursoras em macrofagos. Depois deste periodo, os macrofagos
aderidos foram recuperados da placa por lavagem da placa de cultura com solucdo de PBS
contendo 1 mM de EDTA.
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3.4 CULTIVO AXENICO DOS PARASITOS

Formas promastigotas de Leishmania braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram
cultivadas em meio Schneider (Sigma), suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF -
Hyclone) e 1% dos antibioticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep - Gibco) em estufa BOD
a 26°C, durante cinco dias, até o parasito atingir a fase estacionaria. Formas promastigotas de
Leishmania amazonensis (MHOM/BR/88/BA-125) foram cultivadas de forma semelhante, com
excecdo a suplementacdo do SBF, que para esta espécie foi utilizado 10% de SBF inativado.
Para o cultivo de L. infantum (MCAN/BR/89/BA262) foi utilizado meio minimo essencial
modificado hemoflagelado médio (Meio HOMEM), suplementado com 10% de soro SBF e

24.5 mM hemina bovina (Sigma, Steinheim, Germany).

3.5 ACAO LEISHMANICIDA DOSE-DEPENDENTE E COMBINADA DA
HIDROXILAMINA E DO DETC EM CULTURA AXENICA DE Leishmania spp. POR
COLORACAO COM AZUL DE TRYPAN

Promastigotas de Leishmania braziliensis na fase estacionaria foram cultivados em
placas de 48 pocos, na concentragdo de 5 x 10%/pogo, com meio Schneider, suplementado com
20% de soro bovino fetal (SBF - Hyclone) e 1% dos antibi6ticos penicilina e estreptomicina
(Pen Strep - Gibco) e tratados com diluicdes combinadas e seriadas de hidroxilamina (0 uM, 5
UM, 50 uM, 500 uM, 5 mM) e de DETC (0 uM, 2 uM, 20 uM, 200 uM, 2 mM, 20 mM) (Figura
7). As placas foram incubadas em estufa BOD a 26°C e ap0s 48 horas foi realizada a contagem
dos parasitos viaveis considerando a colora¢do com azul de trypan, o tamanho, a motilidade e
a morfologia em camara de Neubauer. O ensaio foi realizado em seis vezes, em dias

independentes.
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Figura 7 - Desenho do experimento. Representacdo do ensaio de agdo leishmanicida da
hidroxilamina e dietilditiocarbamato para L. braziliensis. H representa a hidroxilamina e D
representa o dietilditiocarbamato.

Fonte: Elaborado pela autora
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3.6 ACAO LEISHMANICIDA DOSE-DEPENDENTE E COMBINADA DA
HIDROXILAMINA E DO DETC EM CULTURA AXENICA DE Leishmania spp. POR
QUANTIFICACAO DE ATP PRODUZIDO

Promastigotas de Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. infantum na fase
estacionaria foram cultivadas em placas de 96 pogos, na concentragdo de 1 x 10%/poco, com
meio Schneider ou meio HOMEM completo, suplementado com soro bovino fetal (SBF -
Hyclone) e 1% dos antibidticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep - Gibco) e tratados com
diluicdes combinadas e seriadas de hidroxilamina (0 uM, 5 uM, 50 puM, 500 uM, 5 mM) e de
DETC (0 uM, 2 uM, 20 pM, 200 pM, 2 mM, 20 mM) (Figura 7). As placas foram incubadas
em estufa BOD a 26°C e ap0s 48 horas, 100 pL da suspensdo celular foi transferida para
microplaca de 96 pocos, preta com fundo transparente. Ap6s 30 minutos, 100 uL do reagente
CellTiter-Glo (Promega) foi adicionado nos pog¢os com uma concentracdo final de reagente de
2%, com um volume final de 200 pL. A luminescéncia foi mensurada utilizando o leitor de
placas FilterMax F3 (Molecular Devices). Os ensaios com Leishmania braziliensis foram
realizados cinco vezes, em dias independentes. O ensaio com Leishmania amazonensis e L.

infantum foi realizado uma vez. Cada experimento foi feito em triplicata.
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3.7 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE DOSE-DEPENDENTE E COMBINADA DA
HIDROXILAMINA E DO DETC EM CULTURA DE MACROFAGOS MURINOS POR
COLORACAO COM AZUL DE TRYPAN

Os macrdfagos murinos foram distribuidos em tubos de polipropileno na concentracéo
de 5,0 x 10° células/tubo, com meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF
— Hyclone) e 1% dos antibioticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep — Gibco) e tratados
com diluicbes combinadas e seriadas de hidroxilamina (0 uM, 5 pM, 50 uM, 500 pM, 5 mM)
ede DETC (0 uM, 2 uM, 20 uM, 200 uM, 2 mM, 20 mM) (Figura 7). Os tubos foram incubados
em estufa 5% de CO», 37°C e apds 48 horas as celulas foram contadas considerando a coloragao

com azul de trypan em cdmara de Neubauer.

3.8 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE DOSE-DEPENDENTE E COMBINADA DA
HIDROXILAMINA E DO DETC EM CULTURA DE MACROFAGOS MURINOS POR
QUANTIFICACAO DE ATP PRODUZIDO

Os macréfagos murinos foram distribuidos em tubos de polipropileno na concentracéo
de 5,0 x 10° células/tubo, com meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF
— Hyclone) e 1% dos antibidticos penicilina e estreptomicina (Pen Strep — Gibco) e tratados
com dilui¢cBes combinadas e seriadas de hidroxilamina (0 uM, 5 uM, 50 uM, 500 uM, 5 mM)
ede DETC (0 uM, 2 uM, 20 uM, 200 uM, 2 mM, 20 mM) (Figura 7). Os tubos foram incubados
em estufa 5% de CO>, 37°C e ap6s 48 horas, 100uL da suspensdo celular foi transferida para
microplaca de 96 pocos, preta com fundo transparente. Ap6s 30 minutos, 100uL do reagente
CellTiter-Glo (Promega) foi adicionado nos pocos com uma concentracdo final de reagente de
2%, com um volume final de 200uL. A luminescéncia foi mensurada utilizando o leitor de

placas FilterMax F3 (Molecular Devices). O ensaio foi realizado em triplicata.

3.9 CITOLOGIA DE MACROFAGOS MURINOS

Os macréfagos murinos tratados com DETC (0 uM, 2uM, 20 uM, 200 pM, 2 mM, 20
mM) foram submetidos a citocentrifugacdo (Cytospin 4, ThermoFisher) em 500 rpm por 5
minutos para preparacdo das laminas, as quais foram coradas com hematoxilina e eosina e

analisadas no microscépio 6tico.
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3.10 INFECCAO DE MACROFAGOS MURINOS

Apbs a diferenciacdo, os macréfagos murinos foram plaqueados sobre laminulas em
placas de 24 pocos na concentragio 2x10° por poco. Apds 24 horas do plagueamento, foi
realizada a infec¢do por L. amazonensis (na proporcao 10:1) por 6 horas, L. braziliensis (na
proporcdo 10:1) e L. infantum (na proporcao de 20:1) por 24 horas. Passados os tempos de
infeccdo, todos os pogos foram lavados com salina, adicionado RPMI completo e tratados com
diluicdes combinadas de hidroxilamina (0 UM e 500 puM) e de DETC (0 uM e 20 uM) (Figura
8) por 48 horas. Ap6s esses tempos, as placas foram fixadas com paraformaldeido 4%, e
montadas utilizando o kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen, ref: P36931) para marcagéo nuclear.
Por fim, foram contadas 200 células por grupo em microscopio de fluorescéncia para
determinacdo do percentual de infeccdo e o nimero de parasitos por célula. Os ensaios com
Leishmania braziliensis foram realizados seis vezes em dias independentes, os de L.
amazonensis cinco vezes em dias independentes, L. infantum sete vezes em dias independentes,

e em cada experimento os grupos eram feitos em triplicata.

1 2 3 4 5

A H 500uM
D OuM
B H OuM H OuM H OuM H S00uMmM H 500uMm Y H 500uM
D 20uM D 20uM D 20uM D 20uM D 20uM D 20uM

Figura 8 - Desenho do experimento de infeccdo. Representacdo do ensaio de acgdo
leishmanicida da hidroxilamina e dietilditiocarbamato em macréfagos infectados com L.
braziliensis, L. amazonensis e L. infantum. H representa a hidroxilamina e D representa o
dietilditiocarbamato.

Fonte: Elaborado pela autora
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados em graficos e mapas de calor utilizando o programa
GraphPad Prism 8.0. A fracdo de inibicdo e o indice de combinacdo (IC) foram calculados
utilizando o software CompuSyn. O escore de sinergia de Loewe foi realizado utilizando o
software online SynergyFinder (https://synergyfinder.fimm.fi/). De acordo com a andlise de
normalidade pelo Shapiro—Wilk, foi realizado o One-way ANOVA para dado paramétricos, e
0 pos-teste foi 0 Tukey. Para os dados ndo paramétricos foi realizado o Kruskal-Wallis, e 0 pos-
teste foi o Dunn. As diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05. *p=0,0332;
**p=0,0021; ***p=0,0002; ****p<0,0001.
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4 RESULTADOS

4.1 A(;AO LEISHMANICIDA DOS FARMACOS NA FORMA PROMASTIGOTA DE
Leishmania braziliensis

Com o intuito de determinar a acdo leishmanicida do DETC e hidroxilamina contra
formas promastigotas de L. braziliensis foram conduzidos ensaios in vitro, utilizando
concentragOes individuais e combinadas da hidroxilamina (0 uM, 5 uM, 50 pM, 500 pM, 5
mM) e do DETC (0 uM, 2 uM, 20 uM, 200 uM, 2 mM, 20 mM). A partir da avaliacdo da acdo
dos farmacos na viabilidade de L. braziliensis considerando a coloracdo com azul de trypan,
observou-se que houve uma reducdo de 81,31% no crescimento e viabilidade dos parasitos
quando tratados a partir de 2 uM de DETC, e na concentragdo mais alta de hidroxilamina (5
mM) observou-se uma reducao de 98,39% (Figura 9 A). A avaliacdo da acdo dos farmacos
considerando a quantificacdo de ATP, ap0ds 48 horas de tratamento, demonstrou uma reducéo
de 33,88% do crescimento e viabilidade das Leishmanias braziliensis a partir da concentragdo
de 20 uM de DETC, e uma reducdo de 99,13% na concentracdo mais alta de hidroxilamina
(Figura 9 B). O indice de inibicdo de 50% foi de 33,03 uM para Hidroxilamina, 0,247 uM para
DETC e 1,676 uM para combinacdo das drogas (DETC/Hidroxilamina=1:2,5) (Figura 9 C).
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Figura 9 - Acéo microbicida da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na Leishmania braziliensis.
A) Mapa de calor representando a avaliacdo da acéo direta da hidroxilamina (H) e do dietilditiocarbamato
(D) no crescimento da Leishmania braziliensis por coloracdo com azul de trypan apds 48 horas. Os
resultados estdo representados pela média do valor absoluto de promastigotas viaveis, numa escala
variando de zero (azul) até 1x107 de parasitos viaveis (verde). B) Mapa de calor representando a avaliagdo
da acdo direta da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato no crescimento da Leishmania braziliensis por
quantificacdo de ATP ap6s 48 horas. Foram realizados cinco experimentos e cada experimento foi feito
em triplicata. A representacéo gréafica & a média de cinco experimentos, numa escala variando de zero
(azul) até 3000 de densidade 6tica de parasitos viaveis (verde). C) Curva de % de inibicdo do DETC e da
Hidroxilamina combinada (Sigmoidal, 4PL, X is log(concentration).

Fonte: Elaborado pela autora

4.2 ACAO LEISHMANICIDA DOS FARMACOS NA FORMA PROMASTIGOTA DE
Leishmania amazonensis

A partir da avaliagdo da agdo dos farmacos na viabilidade de L. amazonensis
considerando apenas a quantificacdo de ATP, observou-se uma reducdo de 76,18% do
crescimento e viabilidade dos parasitos a partir da concentragdo de 200 uM de DETC, e uma
reducdo de 98,83% na concentracdo mais alta de hidroxilamina, apds 48 horas de tratamento
(Figura 10).
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Figura 10 - A¢do microbicida da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na
Leishmania amazonensis. Mapa de calor representando a avaliacdo da acdo direta da
hidroxilamina (H) e do dietilditiocarbamato (D) no crescimento da Leishmania
amazonensis por quantificacdo de ATP apds 48 horas. Os resultados estdo representados
pela mediana do valor absoluto de promastigotas viaveis, numa escala variando de zero
(azul) até 4000 de densidade 6tica de parasitos vidveis (verde).

Fonte: Elaborado pela autora

4.3 A(;AO LEISHMANICIDA DOS FARMACOS NA FORMA PROMASTIGOTA DE
Leishmania infantum

A partir da avaliacdo da agdo dos farmacos na viabilidade de L. infantum considerando
apenas a quantificacdo de ATP, observou-se uma reducdo de 57,27% do crescimento e
viabilidade dos parasitos a partir da concentracdo de 2 UM de DETC e uma reducéo de 54,14%

a partir da concentracdo de 5 uM de hidroxilamina, ap6s 48 horas de tratamento (Figura 11).
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Figura 11 - Acdo microbicida da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na
Leishmania infantum. Mapa de calor representando a avaliagdo da acdo direta da
hidroxilamina (H) e do dietilditiocarbamato (D) no crescimento da Leishmania
infantum por quantificacdo de ATP apds 48 horas. Os resultados estdo representados
pela mediana do valor absoluto de promastigotas viaveis, numa escala variando de
zero (azul) até 3000 de densidade 6tica de parasitos viaveis (verde).

Fonte: Elaborado pela autora

4.4 ACAO CITOTOXICA DOS FARMACOS NOS MACROFAGOS MURINOS ATRAVES
DA CONTAGEM POR AZUL DE TRYPAN

Para determinar a citotoxicidade dos farmacos em macrofagos murinos, foram
conduzidos ensaios in vitro, utilizando concentracBes individuais e combinadas da
hidroxilamina (5 uM, 50 uM, 500 uM, 5 mM) e do DETC (2 uM, 20 uM, 200 uM, 2 mM, 20
mM). A partir da avaliacdo da agdo dos farmacos na viabilidade dos macréfagos murinos por
azul de trypan, observou-se que havia células viaveis até a concentragdo de 20 mM de DETC,
com uma reducdo marcante da viabilidade das células na concentra¢do de 200 uM de DETC
(Figura 12). A identificacdo dessa variacdo na sobrevivéncia das células sugeriu uma
possibilidade de baixa especificidade da contagem por azul de trypan, determinando a
necessidade da avaliagdo morfoldgica das células por analises de citologia. No que se refere ao
aspecto morfolégico das células (Figura 13), foi observado uma perda significativa da
integridade morfologica a partir da concentragdo de 200 UM de DETC (Figura 13 D) com a

presenca de células com nucleos picnoticos e muitos debris celulares.
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Figura 12 - A¢do citotdxica da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na viabilidade
de macrofagos murinos. Mapa de calor representando a avaliagcdo da acdo direta da
hidroxilamina e do dietilditiocarbamato no crescimento e viabilidade de macréfagos
murinos. Os resultados estdo representados pela média do valor absoluto de macrofagos
viaveis, numa escala variando de zero (azul) até 150.000 de células viaveis (verde). No
eixo x é apresentado as dilui¢des de Hidroxilamina (H) e no eixo y as diluicGes de DETC
(D). Foram realizados seis experimentos independentes.

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 13 - Citologia da acéo citotdxica do dietilditiocarbamato na viabilidade de macréfagos
murinos. A-F) Microscopia 6tica com aumento de 400x, das laminas nas concentragdes de A) 0 uM
hidroxilamina e 0 uM DETC, B) 0 pM hidroxilamina e 2 uM DETC, C) 0 uM hidroxilamina e 20 pM
DETC, D) 0 uM hidroxilamina e 200 uM DETC, E) 0 uM hidroxilamina e 2 mM DETC e F) 0 uM
hidroxilamina e 20 mM DETC.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.5 ACAO CITOTOXICA DOS FARMACOS NOS MACROFAGOS MURINOS ATRAVES
DA QUANTIFICACAO DE ATP

Ensaios in vitro utilizando concentracdes da hidroxilamina (5 uM, 50 uM, 500 uM, 5
mM) combinadas com 0 DETC (2 uM, 20 uM, 200 uM, 2 mM, 20 mM) foram conduzidos para
determinar a citotoxicidade dos farmacos em macrofagos murinos. A avaliagdo da acdo dos
farmacos na viabilidade dos macr6fagos murinos, demonstrou que as células se mantiveram
viaveis até a concentracdo de 20 uM de DETC e a concentracdo mais alta de hidroxilamina
resultou na morte dos macrofagos (Figura 14 A). O indice de inibicao de 50% foi de 237,0 uM
para Hidroxilamina, 11,47 yuM para DETC e 67,16 uM para combinacdo das drogas
(DETC/Hidroxilamina=1:2,5) (Figura 14 B).
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Figura 14 - Avaliacdo da acéo direta da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na
viabilidade de macro6fagos murinos atraves do ensaio de luminescéncia. A) Mapa de calor
representando a avaliagdo da ac&o direta da hidroxilamina (H) e do dietilditiocarbamato (D) no
crescimento e viabilidade de macr6fagos murinos. Foram realizados trés experimentos e cada
experimento foi feito em triplicata. A representacdo grafica é a média de trés experimentos,
numa escala variando de zero (azul) até 6000 de densidade dptica de células vidveis (verde).
B) Curva de % de inibicdo do DETC e da Hidroxilamina combinada (Sigmoidal, 4PL, X is
log(concentration).

Fonte: Elaborado pela autora

4.6 INDICE DE SELETIVIDADE COMBINADA DOS FARMACOS CONTRA L.
Braziliensis

Para avaliar a significancia dos medicamentos combinados, foi analisado o indice de

combinacéo (IC) (Figura 15 A) e o escore de sinergia de Loewe (Figura 15 B e 15 C). A questéo
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que estd sendo abordada é se os dois medicamentos, atuando juntos produzem um efeito
combinado que é consistente com suas poténcias individuais, denominado aditivo, um efeito
maior que o aditivo, denominado sinérgico ou um efeito que é menos aditivo, denominado
antagonista. 1sso permite a selecdo de concentracBes apropriadas para a combinacdo dos dois
agentes. Foi observado uma acao antagonista em macréfagos murinos usando a concentracdo
combinada de 20uM de DETC e 500uM de Hidroxilamina (indice de inibicdo de 50% de 237,0
MM para Hidroxilamina, 11,47 uM para DETC e 67,16 uM para combinacdo das drogas
(DETC/Hidroxilamina=1:2,5). Por outro lado, esta concentracdo combinada foi altamente
sinérgica para L. braziliensis (indice de inibicao de 50% de 33,03 uM para Hidroxilamina, 0,247
UM para DETC e 1,676 M para combinacédo das drogas (DETC/Hidroxilamina=1:2,5) (Figura
15).
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Figura 15 - Avaliacdo da acdo sinérgica da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato na viabilidade
de macré6fagos murinos e Leishmania braziliensis. A) Log do indice de combinagdo (Log ClI) das
drogas DETC (D) e Hidroxilamina (H) versus Fracdo de inibicdo (Fa). A equacdo do indice de
combinacdo derivada para dois medicamentos é: CI=(D)1/(Dx)1+(D)2/(Dx)2. B € C) A pontuacdo de
sinergia de Loewe para uma combinagdo de drogas na inibicdo da viabilidade dos macréfagos murinos
é calculada em todas as células da combinagdo de doses. Os mapas de sinergia 2D e 3D destacam regides
de dose sinérgica e antagdnica nas cores vermelho e verde, respectivamente, para o ensaio de viabilidade
nos macréfagos murinos.

Fonte: Elaborado pela autora
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4.7 ACAO LEISHMANICIDA DOS FARMACOS CONTRA MACROFAGOS MURINOS

INFECTADOS COM Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e Leishmania
infantum

Ap0s identificar que a combinacdo de 20uM de DETC com 500uM de Hidroxilamina
apresentou uma agdo antagonista em macrdfagos murinos e sinérgica para L. braziliensis,
avaliou-se o potencial leishmanicida dessas concentracGes individuais e combinadas em
macrofagos murinos infectados com Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. infantum. Os
tratamentos com hidroxilamina e DETC individualmente foram capazes de reduzir em
aproximadamente 30% e 50%, respectivamente, o nimero de macrofagos infectados com
Leishmania braziliensis e L. amazonensis quando comparados com 0 grupo controle ndo
tratado. Para a Leishmania infantum, a reducdo de macrofagos infectados foi de 10% e 40%
quando tratado individualmente com a hidroxilamina e DETC, respectivamente (Figura 16 A,
C, E e figura 17). Foi possivel observar também uma redugdo no nimero de amastigotas por
100 células nas trés espécies (Figura 16 B, D, F e figura 17). Essa reducdo foi mais acentuada
e estatisticamente significante nas trés espécies de Leishmania quando as células infectadas
foram tratadas com a combinacédo de 20 uM de DETC com 500 puM de hidroxilamina, quando
comparadas com o grupo ndo tratado. Para as Leishmanias braziliensis e L. amazonensis
observou-se também um maior efeito na reducdo da percentagem de infecgdo e numero de
amastigotas por 100 células, quando tratadas individualmente com 20 uM de DETC. (One-way
ANOVA ou Kruskal-Wallis, p<0,05; p6s teste Tukey ou Dunn *p=0,0332; **p=0,0021;
***p=0,0002; ****p<0,0001).
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Figura 16 - Efeito da a¢do da hidroxilamina e do dietilditiocarbamato em macrofagos infectados com
Leishmania. A) Violin plot representando a porcentagem de macrdfagos murinos infectados com Leishmania
braziliensis ap6s tratamento com hidroxilamina e DETC. B) Violin plot representando o nimero de amastigotas
de Leishmania braziliensis por 100 células ap6s tratamento com hidroxilamina e DETC. C) Violin plot
representando a porcentagem de macrdfagos murinos infectados com Leishmania amazonensis ap@s tratamento
com hidroxilamina e DETC. D) Violin plot representando o nimero de amastigotas de Leishmania amazonensis
por 100 células apés tratamento com hidroxilamina e DETC. E) Violin plot representando a porcentagem de
macréfagos murinos infectados com Leishmania infantum ap6s tratamento com hidroxilamina e DETC. F) Violin
plot representando o nimero de amastigotas de Leishmania infantum por 100 células ap6s tratamento com
hidroxilamina e DETC. A, C e E no eixo x é representado a porcentagem de infeccéo e no eixo y as concentragdes
de Hidroxilamina (H) e de DETC (D). B, D e F no eixo x é representado o nimero de amastigotas por 100 células
e no eixo y as concentracdes de Hidroxilamina (H) e de DETC (D). (One-way ANOVA ou Kruskal-Wallis, p<0,05;
pos teste Tukey ou Dunn *p=0,0332; **p=0,0021; ***p=0,0002; ****p<0,0001).

Fonte: Elaborado pela autora



49

Leishmania braziliensis

MERGE

DAPI

) a0 -H

NR) - Nm00s H

N7 a0 H

QT -G Nm00s H



50

Leishmania amazonensis

MERGE

DAPI

NRO-a N0 -H

INRO -0 ™05 “H

N™T-dIN™0-H

NROT - NR00s “H



51

Leishmania infantum

DAPI

H- 0uM D- 0uM

H-500uM D- 0uM

H- 0uM D- 20uM

H- 500uM D- 20uM

Figura 17 - Microscopia de fluorescéncia da agdo leishmanicida do dietilditiocarbamato e
hidroxilamina contra macrdfagos murinos infectados com Leishmania. Microscopia de fluorescéncia
com aumento de 1000x, das laminas nas concentra¢des de 0 uM hidroxilamina e 0 uM DETC, 500 uM
hidroxilamina e 0 UM DETC, 0 uM hidroxilamina e 20 uM DETC, 500 uM hidroxilamina e 200 uM
DETC. Representagdo da marcacdo nuclear com DAPI e a sobreposicdo Merge. A) Leishmania
braziliensis. B) Leishmania amazonensis. C) Leishmania infantum.

Fonte: Elaborado pela autora
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5 DISCUSSAO

Atualmente, o tratamento das leishmanioses tem sido um desafio para medicos e
pesquisadores, pois os farmacos mais utilizados e com os melhores resultados possuem elevada
toxicidade, efeitos colaterais indesejaveis, alem da eficacia varidvel nas diferente espécies de
Leishmania, o que torna necessario a pesquisa de novos farmacos para o tratamento das
leishmanioses (DEPS et al., 2000; SALDANHA et al., 2000). O uso de combinacdes de
medicamentos antileishmania ou imunoterapias que apresentem efeitos sinérgicos é uma
alternativa promissora, uma vez que permite 0 uso de dosagens menores, reduzindo a
toxicidade, os efeitos colaterais e a duracdo da terapia, que pode contribuir com a aderéncia ao
tratamento (CHOU, 2006; DE MENEZES et al., 2015; JIA et al., 2009). Nesta perspectiva, 0
presente estudo demonstrou que a associacdo de DETC e hidroxilamina induz a morte de
Leishmania braziliensis, L. amazonensis e L. infantum em baixas concentracfes e apresenta
baixa toxicidade em concentracfes mais elevadas para ambos os farmacos em macrofagos
murinos in vitro.

A associagdo da hidroxilamina com o DETC demonstrou atividade potente in vitro
contra formas promastigotas de Leishmania. A Leishmania braziliensis reduziu em 81,31% seu
crescimento e viabilidade a partir da contracdo de 2 uM de DETC e na concentracdo mais alta
de hidroxilamina (5 mM) a reducao foi de 98,39%. A Leishmania infantum também apresentou
uma sensibilidade ao tratamento a partir de 2 uM de DETC e 5 puM de hidroxilamina, com
reducdo de 57,27% e 54,14% respectivamente. Enquanto a Leishmania amazonensis sofreu com
o tratamento a partir da concentracdo 200 UM de DETC e na concentracdo mais alta de
hidroxilamina, com reducédo de 76,18% e 98,83%, respectivamente. O indice de inibicdo de
50% contra a Leishmania braziliensis foi de 33,03 uM para hidroxilamina, 0,247 uM para
DETC e 1,676 uM para combinacdo das drogas. Um estudo realizado para avaliar a agdo do
DETC contra L. amazonensis encontrou uma concentracdo inibitéria de 50% (1C50) de 0,33
UM de DETC contra a forma promastigota do parasito, o tratamento com esse composto
também foi eficaz em reduzir a porcentagem de macréfagos infectados e do ndmero de
amastigotas por macrofago, com o aumento de ROS (ASSOLINI et al., 2020). Outro estudo
encontrou o valor de 1C50 de 160 uM contra forma promastigota de Leishmania amazonensis
(KHOURI et al., 2010).

O DETC ¢é um quelante de metais capaz de inibir o funcionamento da superdxido
dismutase. As mitocondrias da Leishmania, produzem SOD de ferro que desempenham um

importante papel na viruléncia e no equilibrio redox, capaz de proteger o parasito contra o
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estresse oxidativo e favorecer a sobrevivéncia em vacuolos parasitéforos em macrofagos. Ja foi
demonstrado que o DETC também é capaz de formar complexos com o ferro, que pode levar a
inibicdo da atividade da SOD presente nas Leishmanias (ASSOLINI et al., 2020; KHOURI et
al., 2009, 2010). KHOURI et al., 2010 demonstrou que na forma promastigota da Leishmania,
0 DETC age principalmente desestruturando a mitocéndria do parasito, e como essa organela é
um grande compartimento de producdo de radicais livres, leva a destruicdo da forma
promastigota. Por outro lado, nas células dos mamiferos, existe a SOD de cobre e zinco, que
estd presente dentro dos compartimentos do fagolisossomo e é idealmente a SOD alvo do
DETC. KHOURI et al., 2010 demonstrou que no macrofago infectado, a Leshmania tem uma
destruicdo da membrana e de microtbulos externos, mostrando que o uso de DETC nas células
de mamifero leva a um estresse oxidativo e consequentemente destruicdo desse patdgeno.
Estudos anteriores demonstraram o efeito do DETC como adjuvante do sistema imunoldgico
em pacientes infectados pelo HIV-1, e contra Mycobacterium tuberculosis. Nos pacientes
infectados pelo HIV-1, o DETC foi capaz de atrasar a progressdo para AIDS, além disso, foi
capaz de aumentar a atividade microbicida in vitro de mondcitos estimulados com DETC,
contra Mycobacterium tuberculosis (HUBNER et al., 1991; REISINGER et al., 1990).

A hidroxilamina é um composto quimico utilizado, dentre outras coisas, para quantificar
superoxido através da formacao de nitrato e nitrito. J& foi descrito que no metabolismo celular
normal, a hidroxilamina é produto intermediario em reacGes de reducéo enzimatica de nitratos
ou nitritos e pela oxidacdo de aménia (GROSS; SMITH, 1985). A hidroxilamina apresenta na
sua formula um atomo de nitrogénio (HsNO), e acredita-se que quando este reage com oxigénio
ha a formacdo de peroxido de nitrito, molécula capaz de destruir parasitos intracelulares (CHEN
et al., 2015). Isso torna interessante o uso da hidroxilamina para o tratamento de células de
mamiferos infectadas com Leishmania. Por isso, este estudo teve o intuito de avaliar a possivel
atividade leishmanicida deste composto. Na literatura ndo h4 muitos estudos avaliando a agédo
da hidroxilamina no tratamento de doencas. Recentemente foi demonstrado que a hidroxilamina
apresentou um efeito contra Toxoplama gondii, com IC50 de 4.286 pg/mL, sendo capaz de
inibir o funcionamento de uma enzima importante para o parasito, a aspartato aminotransferase
(LI et al., 2020). Em relagdo a ac¢do da hidroxilamina contra Leishmania, ndo foi reportado
nenhum estudo na literatura, portanto, nossos resultados sao pioneiros.

Testes de toxicidade foram realizados utilizando as mesmas concentragdes das drogas
em macrofagos murinos com duas metodologias diferentes. Na primeira, a viabilidade celular
foi avaliada atraves de contagem das células apds coloragdo com azul de trypan, entretanto,

observou-se um padrédo de viabilidade nas células que foram tratadas com 2 mM e 20 mM de
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DETC e uma maior quantidade de células mortas quando tratadas com uma concentracdo mais
baixa (200 uM de DETC). Por este motivo, laminas com a suspensao celular foram preparadas
por citocentrifugacdo, e quando avaliadas em microscopia Otica, foi identificado que na
concentracdo de 200 uM de DETC as celulas apresentavam alteracdo na morfologia, sugerindo
um aspecto de morte celular. Um estudo conduzido por KRAUSE; CARLEY; WEBB, 1984,
demonstrou que apenas 60% de células que foram previamente expostas a tratamentos letais,
apresentaram-se coradas com azul de trypan. Outros estudos demonstraram que o azul de trypan
ndo é um corante confiavel para avaliacdo da viabilidade de células de mamifero em suspenséo
(FRASER et al., 1976; TENNANT, 1964). Por este motivo, 0s experimentos foram repetidos
utilizando outra metodologia, na qual a viabilidade celular é medida através de um ensaio
baseado na quantificacdo de ATP, indicador de células metabolicamente ativas. Neste ensaio,
foi possivel perceber que a partir da concentracdo de 200 uM de DETC, ocorreu morte celular.
Estes resultados corroboram com a microscopia 6tica, indicando que o padrdo de viabilidade
encontrado nas contagens diretas com azul de trypan ndo condizem com a viabilidade celular
observada no ensaio de luminescéncia. Com isso, podemos perceber que a contagem de células
com azul de trypan ndo é a melhor metodologia para avaliacdo da viabilidade celular de
macrofagos.

O indice de inibicdo de 50% encontrado para macréfagos murinos foi de 237,0 uM para
hidroxilamina, 11,47 uM para DETC e 67,16 uM para combinacgéo das drogas. LI et al., 2020
encontrou 296,6 pg/mL de 1C50 da hidroxilamina para células epiteliais aderentes de rim de
macaco (Vero). CELES et al., 2016 demonstrou que o valor de IC50 do DETC para macrofagos
humanos foi de 2849 pg/cm? Quando comparado com os valores encontrados para a
Leishmania braziliensis, pode-se perceber que o indice de inibicdo de 50% encontrado para o
parasito € menor. Sendo assim, a L. braziliensis apresenta uma maior sensibilidade a acédo da
hidroxilamina e do DETC, em comparagdo com 0s macréfagos murinos, 0s quais apresentaram
efeitos citotoxicos apenas em concentragcdes mais elevadas dos farmacos.

Macrofagos murinos foram infectados com Leishmania braziliensis, L. amazonensis e
L. infantum e expostas ao tratamento com as concentragdes de 20 uM de DETC e 500 puM de
hidroxilamina individualmente e combinados e apresentaram uma taxa de infec¢do reduzida em
todas as concentragdes, quando comparadas com o grupo controle ndo tratado, com efeito ainda
mais acentuado e estatisticamente significante quando tratados com a associagdo das duas
drogas. KHOURI et al., 2010 demostrou que o DETC diminui a carga parasitaria em
macrofagos murinos e humanos infectados por L. amazonensis in vitro, com a IC50 de 1 mM

de DETC, como consequéncia do aumento da producdo de superoxido, além de diminuir
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significativamente as lesbes em camundongos infectados com L. braziliensis. Outro estudo
avaliou a acdo da formulacdo tdpica de celulose bacteriana contendo DETC contra L.
braziliensis, e observou um percentual de infeccdo de macréfagos reduzido apds o tratamento,
associado a uma baixa atividade da SOD1 e aumento das concentracdes de superoxido (CELES
etal., 2016).

A avaliagdo do indice de combinacdo e do score de sinergia de Loewe demonstrou que
a associacdo de 20 uM de DETC com 500 pM de hidroxilamina apresentou uma acgédo
antagonista nos macréfagos murinos e altamente sinérgica para L. braziliensis. De forma geral,
o efeito sinérgico entre as duas drogas abre caminho para um possivel novo tratamento para a
leishmaniose tegumentar e visceral, jA que a combinacdo das drogas apresentou um efeito
leishmanicida em L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum, com baixa citotoxicidade em
macrofagos murinos. Novos estudos devem ser realizados para avaliar o efeito da combinacao
da hidroxilamina com o DETC em modelos in vivo, e a partir dos resultados discutidos aqui, a
combinagéo de 20 uM de DETC com 500 uM de hidroxilamina pode apresentar um potencial

efeito em modelos in vivo de leishmaniose tegumentar e visceral experimental.
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6 CONCLUSAO

A associacdo de hidroxilamina com DETC tem efeitos antiproliferativos potentes em
promastigotas e amastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum e apresenta baixa
toxicidade em macrofagos murinos. Juntos, esses resultados indicam que a associacdo de
hidroxilamina com DETC poderia ser um tratamento promissor para a leishmaniose tegumentar

e visceral, e apoiar futuros estudos in vivo em modelos murinos infectados com Leishmania.
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