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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca negligenciada endémica em 68 paises
e que se tornou um grande problema na area da salde publica. Essa doenca afeta
principalmente populagbes menos favorecidas, onde o acesso, 0s cuidados
médicos e a terapia medicamentosa sdo limitados. Visando buscar novas
alternativas para o tratamento da LV, o reposicionamento de farmacos oferece uma
grande oportunidade para introducdo de novas terapias. Por meio desta
abordagem, foi realizada em Leishmania (Leishmania) infantum: i) a triagem de oito
farmacos nitrogenados, sendo eles: bifonazol, clotrimazol, cloxazolam, econazol,
hidroxizina, loratadina, nitazoxanida e quetiapina; ii) o estudo da acéo letal dos
farmacos loratadina e nitazoxanida, e iii) o estudo in vitro da associa¢do do farmaco
nitazoxanida com farmacos padrdes. Para isto, 0s possiveis mecanismos de acao
foram estudados por meio de ensaios fluorimétricos, visando avaliar alteragdo de
permeabilidade de membrana plasmatica, alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial, producdo de espécies reativas de oxigénio, exposicdo de
fosfatidilserina, assim como o estudo das altera¢des ultraestruturais. Os resultados
mostram que todos os farmacos apresentaram atividade contra formas
promastigotas, com concentracdo efetiva 50% (CEsg) entre 2 e 167 uM; apenas o
econazol e a nitazoxanida eliminaram os amastigotas intracelulares, com CEsg, de
11 a 22 pM, respectivamente. O farmaco loratadina alterou a permeabilidade da
membrana plasmatica do parasita, causando poros e levando o parasita a morte. O
estudo da acéo letal da nitazoxanida em Leishmania sugere que o farmaco tenha
como alvo a mitocdndria, considerando a despolarizacdo do potencial de membrana
mitocondrial e aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, resultando
em estresse oxidativo e morte celular. Além disso, a presenca de marcadores
especificos como a exposicdo de fosfatidilserina e alteracdes ultraestruturais
especificas, sugerem que o farmaco possa induzir a morte celular programada. O
estudo da associacdo entre nitazoxanida e os farmacos anfotericina B,
Glucantime®, miltefosina e sitamaquina demonstrou interagées indiferentes; porém,
as somatérias da concentragdo inibitéria  fracionaria (3 CIF) de
nitazoxanida:anfotericina B (1:4 v/v), assim como de nitazoxanida:Glucantime® (2:3
v/v) foram bastante proximas do valor considerado como sinergismo. Sendo assim,
os farmacos estudados poderiam contribuir para a descoberta de novos alvos
terapéuticos em L. (L.) infantum e as associacdes de nitazoxanida poderiam ser

avaliadas em modelos animais, ja que ndo se observou antagonismo in vitro.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected disease endemic in 68 countries and has
been considered a major problem in public health. The disease affects mainly
underprivileged populations, where access, medical care and therapeutical
treatment are limited. In the search for new alternatives for the treatment of VL, drug
repurposing offers a great opportunity to introduce new therapies. By using this
approach, we have performed the following assays with Leishmania (Leishmania)
infantum: i) screening of eight nitrogenated drugs as bifonazole, clotrimazole,
cloxazolam, econazole, hydroxyzine, loratadine, nitazoxanide and quetiapine; ii) the
lethal action study of loratadine and nitazoxanide, and iii) the in vitro association of
nitazoxanide with standard drugs. We have also studied the lethal action of
nitazoxanide and loratadine using fluorimetric probes, in order to evaluate changes
in permeability of the plasma membrane, mitochondrial membrane potential,
production of reactive oxygen species, phosphatidylserine exposure, as well as the
study of ultrastructural damages. The results demonstrated that 100% of drugs
showed activity against promastigotes, with 50% effective concentration (ECsg)
values between 2-167 uM; only econazole and nitazoxanide eliminated intracellular
amastigotes, with ECs, values of 11 and 22 pM, respectively. The drug loratadine
altered the permeability of the plasma membrane of the parasite, causing
membrane pores and leading to cellular death. The study of the lethal action of
nitazoxanide in Leishmania suggests that the drug targeted the mitochondria,
considering the depolarization of the mitochondrial membrane potential and
increased production of reactive oxygen species, which may resulted in oxidative
stress and cell death. Furthermore, the presence of specific markers such as
phosphatidylserine exposure and specific ultrastructural alterations suggest that
nitazoxanide may induce programmed cell death. The association between
nitazoxanide and drugs amphotericin B, Glucantime ®, miltefosine and sitamaquine
demonstrated indifferent interactions, but the sum of fractional inhibitory
concentration (£CIF) of nitazoxanide:amphotericin B (1:4 v/v), and of
nitazoxanide:Glucantime® (2:3 v/iv) were close to the value considered as
synergism. Thus, the studied drugs could contribute to the discovery of new
therapeutic targets in L. (L.) infantum and associations of nitazoxanide could be

evaluated in animal models, since no in vitro antagonism was observed.
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1. Introducéao

A Leishmaniose é uma doenca tropical que acompanha a
humanidade desde os tempos mais antigos e possui grande ligacdo com a
pobreza. Atualmente a leishmaniose ocorre em 98 paises e cerca de 350
milhdes de pessoas estdo em situacdo de risco de adquirir a infeccdo. A
doenca pode ser classificada em quatro formas: cutanea, cutanea difusa,

mucocutanea e visceral ou calazar (OMS, 2012).

1.1. Leishmaniose visceral

A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca endémica em 68
paises. O numero de casos de LV vem aumentando no Brasil (Figura 1 e 2)
e no mundo, tornando-se um problema em expansdo na area da saude
publica (MS, 2012).

1995-2000

Figura 1: Evolugéo espacial do numero de casos de LV no Brasil de 1983 a

2006. Cada ponto simboliza um caso de LV.
Fonte: SVS apud Alves, 2009.
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Figura 2: Evolucdo do numero de casos no Brasil de LV de 2000 a 2010.

Fonte: Alvar et al., 2012 (modificado).

Segundo o Ministério da Saude (2012) o numero de o6bitos de LV

no Brasil aumentou de 155 casos no ano de 2000 para 262 casos em 2011

(Figura 3); e a letalidade da LV aumentou de 3,2% em 2000 para 6,7% em
2011 (Figura 4).

350
300
250
200

de 6bitos

150

4

numero

100

50

0

2000

2001

2002

2003

2004

2005

2006

2007

2008

2009

2010

2011

| [ Casos

155

169

186

254

295

280

262

190

216

216

219

262

Figura 3: Evolucao do numero de 6bitos de LV no Brasil de 2000 a 2011.

Fonte: Sinam/SVS/MS, 2012 (modificado).
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Figura 4: Letalidade da LV no Brasil de 2000 a 2011.
Fonte: Sinam/SVS/MS, 2012 (modificado).

Os agentes etiologicos da LV sdo protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero
Leishmania, complexo “Leishmania donovani”, das seguintes espécies:

- Leishmania donovani: encontra-se na Africa Oriental, india, China,
Paquistdo e paises asiaticos.

- Leishmania infantum: presente em areas do Mediterraneo, Africa Oriental e
Central, Oriente Médio, Norte da Asia e China. No Continente Americano,
alguns autores atribuem sua etiologia a Leishmania chagasi, supondo ser
uma espécie distinta, porém, estudos com marcadores enzimaticos e
genéticos mostram que a diferenca entre elas sdo tdo restritas que nao
permitem diferencia-las (Mauricio, 1999 e 2000; Rey, 2001).

O principal reservatorio da LV na area urbana € o cdo (Canis
familiaris) e no ambiente silvestre sdo raposas (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous), dentre outros animais (MS, 2006).

Os vetores da LV sédo as fémeas de insetos denominados
flebotomineos, conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquiras e
birigui, pertencentes a familia Psychodidae, género Lutzomya (Novo Mundo)
(Figura 5) e Phlebotomus (Velho Mundo) (Coura, 2008). No Brasil, duas
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espécies estdo relacionadas com a transmissdao da LV: Lutzomyia

longipalpis (predominante) e Lutzomyia cruzi (MS, 2006).

Figura 5: Fémea de flebotomineo adulto, engurgitada (foto ampliada).
Fonte: MS, 2006.

A transmissédo da leishmaniose é feita pela fémea do flebotomineo
infectado, que durante o repasto sanguineo regurgita formas infectantes
(promastigotas) no hospedeiro vertebrado pela sua probdscide (aparelho
bucal do inseto). As formas promastigotas sdo englobadas por células do
sistema mononuclear fagocitico, transformando-se em amastigotas
intracelulares. Estas formas disseminam-se pelo sistema linforreticular do
figado, baco e endotélio vascular, onde se multiplicam intensamente por
divisdo binaria até romper a célula infectada, tornando a infectar novas
células (Figura 6) (Coura, 2008; CDC, 2010; Neves, 2010).

A fémea do flebotomineo ao realizar novo repasto sanguineo
provoca uma pequena laceracdo da pele e um hematoma, do qual ingere
macrofagos infectados com amastigotas. Estes se transformam em
promastigotas no intestino médio do inseto, onde sofrem divisdo e migram
para a probodscide, infectando novos hospedeiros (Figura 6) (Coura, 2008;
CDC, 2010; Neves, 2010).
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Figura 6: Ciclo biolégico da Leishmania spp.
Fonte: CDC, 2010 (modificado).

1.1.1. Funcao e biologia

Os parasitas do género Leishmania apresentam principalmente
duas formas em seu ciclo de vida: a forma amastigota intracelular (forma
sem flagelo externo, presente nos tecidos do hospedeiro) e a forma
promastigota extracelular (forma flagelada, encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor).

A forma amastigota € arredondada e possui dimensdes
geralmente de 2 a 6 um de comprimento e 1,5 a 3 um de largura; apresenta
limite externo formado por membrana celular unitaria, sob a qual se
encontram os microtabulos. O nucleo é excéntrico, contém geralmente dois
nucléolos e abundante material granuloso forrando a membrana nuclear.
Esta forma caracteriza-se por ser levemente achatada e de contorno ovéide,

eliptico ou fusiforme e o flagelo curto interiorizado. O reticulo endoplasmaético
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€ pouco abundante; o aparelho de Golgi, as vesiculas e outras formacgoes
citoplasmicas ndo apresentam particularidade. Quanto a mitocondria,
provida de septos internos irregulares e pouco numerosos, mostra

continuidade com a parede do cinetoplasto (Figura 7) (Rey, 2001).

Figura 7: Representacdo esquematica da ultra-estrutura da forma
amastigota de Leishmania. Legenda: B: blefaroplasto, G: aparelho de Golgi,

K: cinetoplasto, M: mitocéndria, mt: microtabulo, N: nucleo.
Fonte: Rey, 2001.

A forma promastigota possui dimensdes entre 14 e 20 um de
comprimento por 1,5 a 4 um de largura. Possui forma alongada e assume
aspecto fusiforme ou piriforme, com a extremidade anterior mais
arredondada e a posterior mais fina. O nucleo fica situado no terco médio da
célula e o cinetoplasto encontra-se anterior ao nucleo, com flagelo livre a
partir da por¢cdo anterior. O flagelo deixa o corpo flexivel dando motilidade
(Figura 8) (Rey, 2001).
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Figura 8: Representacdo esquematica da ultra-estrutura da forma
promastigota de Leishmania. Legenda: B: blefaroplasto, F: flagelo, G:
aparelno de Golgi, K: cinetoplasto, L: lissosomo, M: mitocondria, mt:

microtUbulo, N: nacleo, RE: reticulo endoplasmico.
Fonte: Rey, 2001.

O género Leishmania apresenta uma Unica mitocéndria e o0 DNA
mitocondrial se apresenta condensado em uma regido proxima aos
corpusculos basais do flagelo - nove pares de microtubulos concéntricos e
um par central - sendo chamado de cinetoplasto, onde fica armazenado o
KDNA. A mitocondria € uma organela que possui uma membrana
mitocondrial externa, a qual constitui uma barreira de permeabilidade para
as moléculas existentes no citosol e separa o espaco intermembranar do
citosol (Figura 9). O espaco intermembranar, cuja composi¢cdo i6nica €
semelhante a do citosol, contém um distinto grupo de proteinas incluindo o
citocromo c. Também possui uma membrana mitocondrial interna paralela a
membrana externa, permedvel ao oxigénio, diéxido de carbono e &agua.
Pequenas porcdes desta membrana invaginam para o interior da matriz
como cristas mitocondriais, onde estédo localizados o sistema de elétrons, o
sistema fosforilativo e os transportadores membranares. A matriz

mitocondrial contém as enzimas metabdlicas, o DNA e o RNA mitocondrial,
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onde os genes codificam algumas proteinas envolvidas na fosforilagdo
oxidativa (Lesnefsky et al., 2001).

Membrana externa

Cristas

Matriz mitocondrial

Membrana interna

Figura 9: Esquema ilustrativo da estrutura mitocondrial e indicacdo da

membrana externa, membrana interna, das cristas e da matriz mitocondrial.
Fonte: LHSC, 2011.

As mitocondrias sdo geradoras de energia quimica para a célula,
onde oxidam carboidratos para produzir energia quimica na forma de
adenosina trifosfato (ATP). Por consumir oxigénio e liberar dioxido de
carbono, durante sua atividade, o processo inteiro € chamado de respiracao
celular. Também conhecida como central energética da célula, a mitocéndria
€ responsavel pela maior parte da producdo de ATP que a célula necessita
(Alberts et al., 1999; LHSC, 2011). Ela esta envolvida em diversos processos
e vias metabdlicas, tais como: i) conversdo do piruvato a acetil-CoA,
processo este catalisado pelo complexo da desidrogenase do piruvato; ii)
ciclo do &cido citrico; iii) fosforilagdo oxidativa, que resulta do funcionamento
conjunto da cadeia respiratoria acoplada a sintese de ATP; iv) degradacao
dos acidos graxos; v) ciclo da uréia; vi) fornecimento de intermediarios
metabdlicos a célula; vii) armazenamento de calcio, de forma a manter a
concentracdo de célcio citoplasmatico a um nivel baixo e constante; viii)
sintese de DNA, RNA e proteinas; ix) reparacdo do DNA e x) formagéo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) (Pedersen, 1999).
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Durante o processo evolutivo, as mitocondrias desenvolveram
estratégia para a producdo de ATP, baseada na transferéncia de elétrons,
desde compostos redutores como a nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH) até o oxigénio. Ao mesmo tempo, ejetam prétons
hidrogénio (H") para o exterior, gerando um potencial elétrico através da
membrana mitocondrial interna. A mitocéndria também cria um sistema de
oxidacao de lipidios, por meio de um transporte especifico de acidos graxos
de cadeia longa. Da mesma forma, possuem um sistema que regula o seu
funcionamento em funcdo das necessidades energéticas da célula, o qual é
dependente da concentracdo de Ca®" intramitocondrial, j4 que o Ca®" ativa
varias enzimas-chave nas mitocondrias. O metabolismo mitocondrial produz
ROS, sendo que a quantidade de ROS pode controlar a duracdo da vida
celular. Nas células eucariotas de uma forma geral, podem formar-se nas
mitocondrias poros protéicos por onde se libera parte do conteudo
mitocondrial, incluindo citocromo c¢, o qual desencadeia uma série de
eventos conducentes a morte celular. Este poro € modulado por diversas
substéancias, incluindo proteinas da familia Bcl-2, as quais podem induzir a
morte celular. A morte celular pode ser programada ou n&o, sendo
denominada apoptose e necrose, respectivamente. Para controlar todas
estas atividades, as mitocéndrias possuem um genoma reduzido que
codifica algumas das proteinas essenciais ao seu funcionamento (Monteiro
et al., 2003).

Alguns trabalhos demonstram que a mitocéndria é responséavel
por controlar a vida e a morte da célula. A permeabilidade da membrana
mitocondrial precede o processo de morte celular, sendo um de seus
principais indicadores. De fato, existe um numero elevado de fatores pro-
apoptéticos que atuam na membrana mitocondrial induzindo a
permeabilizacdo da membrana, que por sua vez, ativam oS compostos anti-
apoptéticos da familia Bcl-2 e interagem com proteinas da membrana
mitocondrial evitando a sua permeabilizacdo. Outro fato que reforca o

envolvimento da mitocondria na morte celular € observado na presenca de
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farmacos que atuam nas proteinas mitocondriais, evitando, retardando ou
induzindo a morte celular (Loeffler et al., 2000).

A mitocondria de tripanossomatideos vem sendo estudada como
potencial alvo para farmacos, visto que se apresenta como organela unica
no parasita (Fidalgo e Gille, 2011). E também considerada de suma
importdncia nos processos apoptoticos, pois € no seu espago
intermembranar que ocorre a liberacdo protéica, sendo este 0 primeiro
evento caracteristico de apoptose. Perante um estimulo apoptético, como
danos ao DNA, isquemia, radiacdes ionizantes, estresse, acao de famacos,
entre outros, seu papel original, que é o de manter a célula viva, se
transforma no oposto, ou seja, facilitar a morte celular. Existem varios fatores
envolvidos nesta alteracdo, tais como calcio, ceramida, Oxido nitrico,
caspases, ROS e membros da familia Bcl-2. Em células eucariotas de uma
forma geral, o efeito desses fatores envolve a liberacdo de duas proteinas, o
citocromo c e o fator indutor de apoptose (AIF), as quais participam de
eventos pos-mitocondriais necessarios para completar o programa de morte
celular. A forma como estes fatores agem na mitocondria para gerar a morte
programada ainda ndo é inteiramente esclarecida.

Em células de mamiferos, o citocromo ¢ € a proteina cuja
liberacdo parece ser mais critica para a iniciacdo dos processos de apoptose
(Desagher e Martinou, 2000). No entanto, o mecanismo pelo qual ocorre a
sua liberacdo da mitocondria ainda nao foi esclarecido, podendo ocorrer de
um modo controlado pelos poros na membrana externa ou por ruptura fisica
desta membrana. O citocromo ¢ na presenca de ATP ou dATP, forma um
complexo com o fator de ativacdo de proteases apoptoéticas (cuja sigla em
inglés é Apaf-1 - apoptosis protease-activating factor 1) e a procaspase 9. A
formacdo deste complexo (apoptossoma) cliva a procaspase 9 com
liberacdo da caspase 9 ativa, a qual cliva e ativa a procaspase 3. Por sua
vez, a caspase 3 ativa induz a clivagem proteolitica de uma série de
proteinas-alvo no citosol, nucleo e membrana plasmatica responsaveis pela

morfologia caracteristica de apoptose (Parone et al., 2002).
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Estudos também tém demonstrado que a mitocondria esti
envolvida na inducdo de apoptose por mecanismos independentes das
caspases. Durante este processo, ocorre liberacdo de proteinas designadas
AIF e endonuclease G do espaco intermembranar mitocondrial para o
citosol, desencadeando este tipo de morte celular sem ativar a cascata
apoptoética. Durante apoptose, o AlIF desloca-se da membrana mitocondrial
externa para o citosol e, posteriormente, para o nudcleo, onde induz
condensacao da cromatina e fragmentacdo do DNA (Daugas et al., 2000).

A natureza exata da alteracdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial € mal compreendida, mas poderia incluir, entre outros, o canal
aniénico voltagem dependente, o translocador de nucleotideos de adenina
(ANT) e a proteina matricial ciclofilina. A principal importancia da transi¢céo
de permeabilidade mitocondrial (TPM) reside no fato de poder ser crucial na
morte celular, quer por necrose, quer por apoptose. Foi demonstrado que a
transicdo de permeabilidade mitocondrial pode ser induzida em condicfes
que ocorrem durante o acumulo de fosfato inorganico, oxidacdo de
nucleotideos de piridina, producdo de ROS, alteracdo do pH da matriz,
dentre outros.

Outro agente importante na inducdo da apoptose é o Ca*". Sabe-
se que gquando ocorre o aumento de Ca®* citosélico, a mitocondria aumenta
a sua captacdo de Ca?*, funcionando como sistema tampé&o, por formar e
garantir a estabilidade das concentracdes citosélicas de Ca®*. Esta
capacidade tamponizadora é limitada, uma vez que um aumento do Ca**
matricial acima de certos limites constitui um importante indutor da formacéo
dos referidos canais de alta condutancia. Estes atravessam as membranas
mitocondriais interna e externa, com dissipacdo do potencial elétrico
mitocondrial e perda do citocromo c para o citosol (Monteiro et al., 2003).

O papel do Ca** em organismos vivos é conhecido por governar
uma série de fungdes celulares vitais. Entretanto, estudos tém mostrado que
a sobrecarga ou perturbacdo do Ca?' intracelular pode ser a causa (ou
gatilho) da morte celular (Orrenius et al., 2003).
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Independentemente do mecanismo subjacente, a liberagdo de
fatores pro-apoptéticos, habitualmente confinados ao interior da mitocondria,
vai desencadear uma sequéncia de eventos, a qual se inicia com a ligacéo
do citocromo ¢ ao Apaf-1. Este complexo, na presenca de ATP, converte a
procaspase 9 em caspase 9, a qual, por sua vez, cliva a procaspase 3 em
caspase 3, dando inicio a chamada “cascata das caspases”. Daqui se infere
que a apoptose € um fendmeno dependente de energia e, como tal, sé pode
ocorrer em células com reservas de ATP suficientes para suportar um
processo que consome energia (Monteiro et al., 2003).

Em organismos multicelulares, a apoptose €é um processo
fisiol6gico essencial, necessario ao desenvolvimento normal e & manutencgao
da homeostase dos tecidos (Fumarola e Guidotti, 2004). No entanto, a
apoptose estd também envolvida em diversos processos patoldgicos, tais
como: doenca neurodegenerativa, imunologica e processo cancerigeno.
Assim, apdés um sinal apoptotico na célula, ocorre uma série de alteracdes
resultando em sua morte (Monteiro et al., 2003). Este processo foi
observado em formas amastigotas de Leishmania por Lindoso e
colaboradores (2004) como o responsavel pela regulacdo da populacédo de
parasitas durante certas fases da infec¢cdo. A necrose por sua vez, pode ser
provocada por estresse ou dano celular. Ocorre um rapido colapso da
homeostase interna acompanhada de lise da membrana citoplasmatica e
das membranas internas com liberacdo de restos celulares para o espaco
extracelular, gerando  processo inflamatorio. E  caracterizada
morfologicamente pela formacdo de protuberdncias na membrana
plasmatica seguida pela eventual ruptura de algumas delas e a consequente
liberacdo de componentes citosolicos (Monteiro et al., 2003).

A principal diferenca entre a necrose e a apoptose esta
relacionada aos aspectos bioenergéticos, ja que o nivel de ATP no processo
de necrose diminui drasticamente, gerando a morte celular. No processo de
apoptose, a reserva de ATP se mantém parcialmente, ja que o processo €é

dependente de energia (Malhi et al., 2006). De acordo com 0 exposto, a
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mitocondria se mostra um elemento fundamental nos processos de morte

celular, tanto por apoptose quanto necrose.

1.1.2. Patogenia e diagnostico

A L. (L.) infantum é um parasito de células do sistema fagocitico
mononucelar, presentes principalmente no bago, figado, linfonodo e medula
O0ssea. Outros oOrgdos e tecidos podem ser afetados, com o decorrer da
infeccdo, tais como: intestino, sangue, pulmdes, rins e pele. Observa-se
também que nas fases mais avancadas desta doenca, sdo raros os 6rgaos
onde néo se encontra o parasito (Neves, 2010; Cota et al., 2012).

As manifestagbes clinicas sdo de intensidade variavel. Trata-se
de uma doenca infecciosa sistémica crbnica, caracterizada por febre
irregular de intensidade média e de longa duracao e palidez de mucosas. O
paciente pode apresentar tosse e diarréia, esplenomegalia associada ou ndo
a hepatomegalia (Figura 10), acompanhada de anemia, leucopenia,
trombocitopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia. Devido ao
emagrecimento, o edema e o estado de debilidade favorecem a caquexia e o
Obito. No entanto, existem relatos de pessoas que contraem a infeccao e
ndo desenvolvem a doenca, sendo consideradas assintomaticas. Na doenca
abrupta, em pacientes portadores de HIV ou com qualquer condicéo
imunossupressora, a doenca pode levar a Obito, antes mesmo que os
sintomas sejam observados (Neves, 2010; MS, 2011, Cota et al., 2012;).

Véarios métodos podem ser aplicados ao diagnéstico da LV, sendo
importante associar informacfes do quadro clinico e informacdes
epidemioldgicas aos resultados do diagnéstico laboratorial. Entre os
meétodos diagndsticos laboratoriais estdo o diagnostico parasitologico e
sorologico (Coura, 2008; MS, 2011). Em casos assintomaticos, ha relatos de
dificuldade no diagnéstico de LV, devido aos baixos niveis de anticorpos e
parasitas. Atualmente, as técnicas moleculares, tais como a reagdo em

cadeia da polimerase (PCR), sao utilizados para confirmar o diagnostico de
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LV, apresentando alta sensibilidade (75% - 98%) e especificidade (97% -
100%). Estes métodos sdo também mais precisos do que as técnicas de
identificacdo sorolégica em portadores assintomaticos da infeccdo. Também
existe uma variante do PCR convencional, o PCR em tempo real que
permite além da deteccdo do DNA do parasita, a quantificacdo de copias da
sequéncia do DNA ou RNA alvo (Dos Santos Marques et al., 2012).

Figura 10: Paciente com LV. Notar o0 emagrecimento e a

hepatoesplenomegalia.
Fonte: Coura, 2008.

1.1.3. Tratamento

Em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna observou que o téartaro
emético era eficaz para o tratamento da leishmaniose, o que levou ao estudo
na introducdo de outros derivados antimoniais. Mais tardiamente, foi
sintetizada uma formulacdo pentavalente do antimonio, que deu origem ao
Glucantime® e Pentostam® (Rath et al, 2003).

No Brasil, atualmente os medicamentos utilizados no tratamento
especifico da LV séo o antimbnio pentavalente e a anfotericina B. A escolha
de cada um deles devera considerar a faixa etaria, presenca de gravidez e
comorbidades (MS, 2011). Os tratamentos alternativos incluem as

26



formulagdes lipossomais de anfotericina B e pentamidina. Exceto as duas
primeiras, as demais se encontram em fase de investigacao (MS, 2006).
Segundo o DNDi (2010) nos dultimos anos, o numero de
tratamentos disponiveis para a LV aumentou, mas ainda existem grandes
limitagOes, tais como dificuldade de administragdo, duragdo do tratamento,
toxicidade, custo e crescente resisténcia dos parasitas aos medicamentos.
As principais limitagdes dos farmacos atualmente em uso clinico para o

tratamento da leishmaniose sdo descritas a seguir:
a) Antimoniais pentavalentes

Considerados como farmacos de primeira escolha no tratamento
da LV, os antimoniais pentavalentes (Sb") estdo disponiveis no mercado em
duas formulagdes: estibogliconato de sédio (Glucantime®) e o antimoniato-N-
metil-glucamina (Pentostam®) (Frézard et al, 2009).

A Unica formulacdo disponivel no Brasil é o antimoniato-N-metil
glucamina, o qual é distribuido pelo Ministério da Saude em ampolas de 5
mL (contendo 405 mg de Sh"). A sua via de administracdo preferencialmente
é intravenosa e também pode ser intramuscular na regido glatea. O principal
efeito colateral do Sh" é sobre o aparelho cardiovascular. Por isso deve-se
realizar o eletrocardiograma semanal e ausculta cardiaca com o objetivo de
detectar arritmias; outros efeitos adversos incluem artralgia e anorexia,
dentre outros (MS, 2006; 2011; Pandey et al., 2009; Rang et al., 2001).

b) Anfotericina B

Anfotericina B € um antibidtico macrolidio de estrutura complexa,
caracterizada por um anel de &tomos de carbono com multiplos membros.
Atualmente é o farmaco leishmanicida com maior taxa de cura disponivel no
mercado. Possui acdo nas formas promastigotas e amastigotas
intracelulares, tanto in vitro quanto in vivo (Rang et al., 2001; Mishra et al.,

2007; MS, 2011).
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A experiéncia clinica acumulada com seu uso no tratamento da
LV vem mostrando que doses menores do medicamento podem ser
utilizadas sem prejuizo da eficacia, com reducao da toxicidade (MS, 2011).

Duas apresentacdes de anfotericina B sdo disponibilizadas pelo
Ministério da Saude: o desoxicolato de anfotericina B e a anfotericina B
lipossomal (MS, 2011). As formulacdes lipidicas de anfotericina B possuem
vantagens, tais como menor toxicidade e duracdo de tratamento. Nesta
formulacdo, o farmaco € entregue diretamente as células do reticulo
endotelial, o que torna o farmaco mais especifico as células-alvo. Sua
desvantagem € o custo elevado, o que limita a utilizacdo em paises em
desenvolvimento (Pandey et al., 2009).

Nos casos de resposta insatisfatoria aos antimoniais, a
anfotericina B deve ser utilizada na dose de 1mg/kg, em dias alternados.
Doses acima das recomendadas podem ser usadas em casos especiais. Em
criancas, a anfotericina B deve ser utilizada na dose total de 15 a 25 mg/kg,
também administrada em dias alternados (MS, 2006).

A comercializagdo ocorre sob a forma liofilizada em frascos
contendo 50 mg de desoxicolato sédico. Por possuir baixa solubilidade, a
mesma deve ser reconstituida em agua destilada no momento do uso,
podendo ser mantida sob refrigeracdo por um periodo de até sete dias. A
administracdo deve ser feita por via endovenosa em infusdo lenta de 4 a 6
horas com limite maximo de 50 mg/dose/dia (MS, 2006).

Os efeitos indesejaveis consistem em toxicidade renal,
tromboflebite, hipocalemia, anemia, trombocitopenia, dentre outros. Durante
a injecdo podera ocorrer cefaléia, febre, calafrios, tinido, vémitos, dores
musculares e articulares e hipotensao (Rang et al., 2001). A infuséo rapida é
responsavel pela instalacdo de hiperpotassemia, determinando alteracdes

cardiovasculares, as vezes com parada cardiaca (MS, 2006).
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c) Isotionato de pentamidina

Isotionato de pentamidina pode ser usado na leishmaniose
resistente ao Sb'. Para o uso intramuscular, deve ser diluido em &agua
destilada e no uso endovenoso deve ser diluido em soro glicosado e
administrado lentamente em infusdo continua. O uso intravenoso lento pode
evitar o aparecimento dos eventos adversos agudos, como hipotensao,

nausea, vomitos e sincope (Rang et al., 2001; MS, 2011)

d) Paromomicina

Paromomicina é um antibiotico aminoglicosideo que é ativo contra
espécies de Leishmania in vitro e in vivo. Estudos clinicos tém sido
realizados na India para LV, onde o tratamento antimonial padrdo nio é
efetivo e as taxas de mortalidade séo altas (Rath et al., 2003). Estudos de
fase IV devem comecar em breve em varios centros clinicos de Bihar. A
dose utilizada é de 15 mg/kg/dia durante 21 dias por via intramuscular. E um
farmaco estavel e solivel em agua. Os efeitos colaterais, assim como outros
farmacos pertencentes a mesma classe, incluem nefrotoxicidade e
ototoxicidade (Pandey et al, 2009; Wiwanitkit, 2012).

e) Miltefosina

Miltefosina é uma alquilfosfocolina que tem atividade contra
células cancerigenas e varias espécies de parasitas, assim como bactérias e
fungos. Por dez anos, este medicamento vem sendo utilizado na india para o
tratamento da LV. E o primeiro tratamento oral para LV e leishmaniose
cutanea (Dorlo et al., 2012).

Este farmaco tem meia vida de 150 a 200 horas, motivo pelo qual
tem se elevado a preocupacdo com o surgimento de resisténcia. A dose
recomendada é de 2,5 mg/kg/dia, durante 28 dias. Estudos de fase Il e IV

tém demonstrado taxa de cura de 94% (Pandey et al., 2009).
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O regime de monoterapia por 28 dias € bem tolerado, com
excecdo de leves efeitos colaterais gastrointestinais, tais como diarréia,
nauseas e vomitos, mas seu potencial teratogénico dificulta sua utilizacédo

generalizada (Pandey et al., 2009; Dorlo et al., 2012).

f) Sitamaquina

Sitamaquina (WR6026) € um  8-aminoquinolina em
desenvolvimento para o tratamento de LV por via oral e sua eficacia na
terapia da LV foi verificada em modelos animais. Uma vantagem deste
farmaco é sua eliminacdo rapida, pois possui meia-vida curta, impedindo o
aparecimento de resisténcia. A acao leishmanicida dos seus metabdlitos ndo
€ conhecida (Loiseau et al., 2011). A dose utilizada nos ensaios clinicos € de
2 mg/kg/dia, durante 21 dias (L6pez-Martin et al., 2008; Pandey et al., 2009).
Os principais efeitos colaterais obervados foram: nefrotoxicidade,

glomerulonefrite e necrose tubular (Pandey et al., 2009).

1.1.4. Pesquisa de f&rmacos e alternativas terapéuticas

A pesquisa de farmacos e alternativas terapéuticas para doencas
negligenciadas nao desperta grande interesse na industria farmacéutica, por
atingirem populacdes de baixa renda. De forma geral, novas alternativas
terapéuticas podem ser introduzidas no tratamento de determinada doenca
pelos seguintes processos: encontro ao acaso, triagem empirica, extracao
de principios ativos de fontes naturais, modificacdo molecular de compostos
ja existentes, sintese, reposicionamento de farmacos, associacdo de
farmacos, dentre outros (Korolkovas, 1982; Tempone et al., 2011; DNDi,
2012).

A introducdo de farmacos pode ocorrer ao acaso, COmo
aconteceu, por exemplo, com a penicilina (antibacteriano), piperazina (anti-
helmintico), imipramina (antidepressivo), clorotiazida (diurético), dentre

outros (Korolkovas, 1982).
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A triagem empirica envolve o processo de descobrir novos
farmacos por meio de ensaios biolégicos com um grande numero de
compostos. Nao é de se surpreender que este método empirico ndo seja
muito recompensatorio. Calcula-se que o encontro de um farmaco resulte,
em média, da triagem de 200.000 compostos ativos. Uma variante deste
método é a triagem empirica racionalmente dirigida. Esta técnica foi usada,
por exemplo, na segunda Guerra Mundial para descobrir compostos
antimalaricos (Korolkovas, 1982).

A extracdo de fontes naturais € um método que traz bons efeitos,
por isso é extensivamente explorada. Varios medicamentos usados hoje em
dia, tais como: alcaldides, antibiotico, vitaminas e hormoénios, sdo resultados
de purificacdo dos extratos, isolamento e identificagcdo de seus principios
ativos. Um bom exemplo é a anfotericina B, um antifiingico que foi isolado
pela primeira vez a partir de Streptomyces nodosus (Korolkovas, 1982;
Tempone et al., 2011).

O método de obter novos farmacos através de modificacao
molecular de compostos j4 existentes tem se mostrado recompensador.
Consiste em usar uma substancia de a¢ao biolégica conhecida como modelo
ou protatipo e sintetizar novos compostos que sejam homdélogos ou analogos
estruturais do farmaco matriz. Sao dois os objetivos desse método: descobrir
o grupo farmacoférico, que consiste no grupamento que lhe confere acéo
farmacoldgica, e obter farmacos que apresentem propriedades mais
desejaveis que o protétipo em poténcia, especificidade, duracdo de acéo,
facilidade de administracdo, estabilidade, custo, dentre outros. Alguns
exemplos de farmacos obtidos por esse método sao: efedrina, cinarina e
prednazato (Korolkovas, 1982).

O planejamento racional de farmacos fundamenta-se basicamente
no conhecimento da estrutura molecular dos receptores, o que possibilita
elaborar substancias com perfis farmacoldgicos mais definidos. Para tanto,
as hipoteses sao elaboradas fundamentando-se no conhecimento das
propriedades fisico-quimicas dos compostos ativos e seus respectivos sitios

moleculares de acg&o. Entretanto, como muitas vezes a estrutura dos
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receptores ndo € conhecida, admite-se que a génese de moléculas
potencialmente bioativas seja realizada sem levar em conta sua natureza
(Amaral et al., 2003).

O reposicionamento de farmacos consiste em encontrar novas
indicacdes terapéuticas para farmacos j4 aprovados no mercado. Esta é
uma estratégia cada vez mais utilizada para encontrar novos medicamentos.
Esta abordagem € de grande interesse principalmente para doencas
negligenciadas porque os dados de seguranca e eficacia jA se encontram
disponiveis e podem ser aproveitados. Coletar e disponibilizar ao publico o
méaximo de dados possivel sobre o perfil e alvo dos farmacos oferece
oportunidades para redefinicdo do seu uso, mas pode limitar as aplicacdes
comerciais de pedidos de patente. Certas aplicacdes clinicas podem ser
mais viaveis para a redefinicdo do que outras devido a diferencas na
tolerancia e efeito adverso (Oprea e Mestres, 2012). O uso deste método
levou a introducdo da miltefosina no tratamento oral da LV, a qual era
utilizada no tratamento de cancer (Tempone et al., 2011).

Ha um consenso sobre a necessidade de se avaliar a associacao
de farmacos ou combinacao terapéutica como estratégia de curto prazo para
o tratamento da LV. A terapia em associacdo propde um tratamento de
menor duracdo, menor toxicidade, menor custo, maior adesdo ao
tratamento, maior eficacia e menor risco de desenvolvimento de resisténcia
(DNDi, 2012). Diversas tentativas tém sido feitas para associar farmacos
para o tratamento LV, mas sé recentemente farmacos mais eficazes
tornaram-se disponiveis e associacdes foram testadas sistematicamente.
Tratamentos com anfotericina B seguidos de miltefosina ou paromomicina,
bem como a administracdo concomitante de miltefosina e paromomicina
foram muito eficazes na india, com taxas de cura maiores que 95%. O
estibogluconato de sdédio combinado com paromomicina mostrou taxas de
cura maiores que 90% na Africa Oriental (Olliaro, 2010). Segundo estudo
realizado na india por Sundar e colaboradores (1995), o uso do antiménio
concomitantemente com interferon-gama no tratamento da LV indica que

interferon-gama acelera a resposta clinica e parasitolégica do tratamento do
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antimoénio, permitindo a reducdo do tempo da terapia convencional. Até o
momento, nenhum regime de associacao foi testado no Brasil, Nepal e
Bangladesh, embora os estudos sejam esperados num futuro préoximo
(Olliaro, 2010).

Ha evidéncias de alta eficacia dos regimes de associacdo na india
(Olliaro, 2010). Porém, mais estudos sdo necessérios em outras areas
endémicas, visando tornar as associacfes uma alternativa para o tratamento
da LV.

A associacdo de dois farmacos pode produzir valores de CEsg
mais altos, mais baixos ou iguais aos valores dos farmacos previstos
separadamente. Esse método baseia-se no conceito de equivaléncia, isto €,
uma dose igualmente eficaz de um farmaco ira adicionar seu efeito a dose
do outro farmaco. Para farmacos com poténcia equivalente, sdo geradas
iséboles aditivos lineares, ou seja, curva de efeito constante, ou linha de
aditividade. Tem-se que considerar também que uma relacdo de variacao da
poténcia gera curvas nhao lineares (sinérgicas ou antagbnicas). Para
construir uma is6bole, tem-se que gerar uma curva aditiva para avaliar as
interacdes sinérgicas e antagbnicas da associacdo (Figura 11) (Tallarida,
2006).

Concentracio

Farmaco B

Antagonismo

Indiferente

\ ou Aditividade

*+  Sinergismo

AN

Concentracio

Farmaco A

Figura 11: Representacdo grafica de um isobolograma, mostrando as

possiveis interacdes: aditividade, antagonismo e sinergismo.
Fonte: Tallarida, 2006 (modificado).
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1.1.5. Farmacos estudados

O sucesso na descoberta de novas terapias depende de bases
farmacoldgicas que permitem a escolha do farmaco adequado de forma
racional e cientifica. Considerando o potencial anti-Leishmania de
compostos nitrogenados (Kelly et al., 2003), realizou-se neste trabalho uma
ampla busca em banco de dados como o Pubchem compound (Pubmed) e
DrugBank, com o objetivo de selecionar candidatos ao estudo. Sendo assim,
a escolha foi baseada na estrutura quimica dos mesmos, contemplando
farmacos que apresentassem o atomo de nitrogénio disposto em anéis de
cinco a sete atomos, incluindo ou ndo a presenca do anel piperazinico ou
imidazdlico (Figura 12). Os farmacos estudados, seus usos e estruturas

quimicas sao descritos na Tabela 1.

(a) (b)

Figura 12: Estrutura do anel piperazinico (a) e do anel imidazélico (b).
Fonte: PubChem Compound (2012).
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Tabela 1: Farmacos submetidos a triagem anti-Leishmania.

Farmaco Uso clinico

Estrutura quimica*

Atividade

bifonazol antifingico

clotrimazol antifungico

cloxazolam anti-psicético

econazol antifungico

hidroxizina anti-histaminico

Tinea pedis e
Escherichia coli
(PubChem Compound,
2012).

Candida spp
(DrugBank, 2012).

Tratamento da epilepsia
(Kimura et al., 2010;
MS, 2012).

Tinea pedis T.cruris, T.
corporis, Trichophyton
rubrum, T.
mentagrophytes, T.
tonsurans, Microsporum
canis, M. audouini, M.
gypseum,
Epidermophyton
floccosum (DrugBank,
2012).

Urticaria crdnica,
dermatite, alergia,
nauseas, vomitos, alivio
dos sintomas de
ansiedade, tensao,
sedativo e abstinéncia
de alcool (DrugBank,
2012; PubChem
Compound, 2012).

*Fonte: PubChem Compound (2012)
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Tabela 1 (continuacgédo): Farmacos submetidos a triagem anti-Leishmania.

Farmaco Uso clinico Estrutura quimica* Atividade

loratadina anti-histaminico Tratamento de rinite
alérgica, urticaria,
eritema e prurido
(DrugBank, 2012).

nitazoxanida  antiparasitario 0- G. lamblia, C.
o= parvum T. vaginalis,
— E. histolytica, C.
perfrigens , H.pylori,
| L. (L.) mexicana, L.
{ - (L.) donovani,
P.berghe e T. cruzi
[ “ | (Zhang et al., 2010;
° = Navarrete-Vazquez
etal., 2011;
DrugBank, 2012).

guetiapina anti-psicético Esquizofrenia,
transtornos

psicéticos, desordem
o bipolar (Aa et al.,
2012; DrugBank,
. 2012).

*Fonte: PubChem Compound (2012)

a) Antagonistas de histamina (piperazinas):

A histamina (5-imidazoletilamina) é uma amina biogénica com
véarios efeitos fisioldgicos. E encontrada em numerosos tecidos de animais,
venenos de insetos, bactérias e plantas. Ela € biossintetizada principalmente
por mastocitos e é armazenada nos granulos de heparina, os quais liberam
varios compostos quimicos, tais como: antigenos, venenos e toxinas, tripsina
e substancias proteoliticas, dentre outros. A histamina produz diversos
efeitos sobre diferentes 6rgdos, como por exemplo: vasodilatacdo dos

capilares, estimulacdo da contracdo da musculatura lisa, estimulacdo da
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secrec¢do do suco gastrico, aceleracdo dos batimentos cardiacos e inibicdo
da contragdo uterina. A histamina estd também ligada a processos alérgicos
e ao choque anafilatico (Korolkovas, 1982; Shi et al., 2012 ).

A histamina exerce suas atividades biolégicas por meio de quatro
receptores distintos, conhecidos como receptores de histamina H1, H2, H3 e
H4. Os receptores H1 e H2 foram identificados décadas atras, e tém se
mostrado alvos para drogas, como tratamento de Ulceras gastricas e alergia,
respectivamente. O receptor de histamina H3 foi identificado por Arrang e
colaboradores em 1983, utilizando um ensaio funcional, onde se verificou
que a histamina inibe a sua propria sintese. O receptor de histamina H4 foi
descoberto em 2000, e tem sido identificado como alvo potencial para o
tratamento de doencas inflamatorias, tais como alergias, asma cronica,
dermatite e doencas inflamatorias intestinais (Shi et al., 2012).

Existem trés classes de antagonistas de histamina: os antagonistas
de receptores H1, H2 e H3. Os agentes anti-histaminicos sdo usados para
controlar afeccbes de fundo alérgico e rinite, como antitussigenos,
ansioliticos, antipsicéticos, antiparkinsonianas, anti-eméticos e antitlceras
(Korolkovas, 1982; Rang et al. 2001).

Loratadina é um antagonista de receptor de histamina H1 de segunda
geracao utilizada no tratamento de rinite alérgica e urticaria. Diferentemente
da maioria dos anti-histaminicos classicos, estes carecem de efeitos
deprimentes no sistema nervoso. A farmacologia da loratadina é semelhante
a de outros anti-histaminicos. Seu mecanismo de acdo exato é
desconhecido, mas sugere-se que 0 antagonismo prolongado pode ser
devido a sua dissociacdo lenta a partir do receptor ou a formacdo do
metabdlito ativo, a desloratadina. A loratadina tem baixa afinidade para
receptores colinérgicos e ndo apresenta qualquer atividade alfa-adrenérgica
in vitro. Este farmaco é rapidamente absorvido apos administracéo oral. Seu
metabolismo é hepatico e sua meia vida € de 8,4 horas (Rang et al., 2001;
PubChem Compound, 2012; DrugBank, 2012).
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b) Nitrotiazélicos

Nitazoxanida € um derivado nitrotiazolico sintetizado em 1974. Desde
1994, sua atividade vem sendo avaliada contra amplo espectro de bactérias,
protozodarios e helmintos que infectam o trato gastrointestinal do homem
como Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica e Clostridium perfrigens
e Helicobacter pylori. E indicado para o tratamento de diarréias causadas
pelos protozoarios Giardia lamblia e Cryptosporidium parvum (Andrade et al.,
2011; DrugBank, 2012).

Estudos demonstraram que este farmaco inibe uma enzima
fundamental para o metabolismo energético destes microrganismos, a
piruvato ferrodoxina oxidoredutase. Acredita-se que 0 mecanismo de acdo
antiprotozoario seja devido a interferéncia com o piruvato ferrodoxina
oxidoredutase, enzima dependente da reacdo de transferéncia de elétrons
que € essencial ao seu metabolismo. Estudos com G. lamblia tém
demonstrado que a enzima piruvato ferrodoxina oxidoredutase diretamente
reduz nitazoxanida por transferéncia de elétrons, na auséncia de
ferredoxina. A interferéncia com a reacdo de transferéncia de piruvato
ferrodoxina oxidoredutase parece ndo ser a Unica via pela qual nitazoxanida
exibe atividade antiprotozoaria. Em humanos, este farmaco é rapidamente
metabolizado a tizoxanida, que é um composto igualmente eficaz. A
eliminacéo e excrec¢do ocorrem pela urina, bile e fezes e sua a meia vida é
de 3,5 horas. Estudos in vitro e in vivo relatam a eficacia contra protozoéarios,
tais como Leishmania (L.) mexicana, Leishmania (L.) donovani, Plasmodium
berghe e Trypanossoma cruzi (Zhang et al., 2010; Navarrete-Vazquez et al.,

2011; DrugBank, 2012).
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1.2. Justificativa e relevancia

Endémica em 68 paises, a LV tornou-se um grave problema em
crescimento na area da saude publica, jA& que essa doenca negligenciada
afeta principalmente areas pobres, onde 0 acesso, 0s cuidados médicos e 0s
medicamentos s&o limitados (OMS, 2012; MSF, 2012). O tratamento
disponibilizado possui limitacbes, exigem periodos prolongados, além de
possuir custo e toxidade elevados. A resisténcia a medicacdo também é
outra dificuldade, especialmente na India, onde 65% dos pacientes nao
respondem ao tratamento com antimoniais (MSF, 2012). A busca por
terapias alternativas é de extrema necessidada nos dias atuais, e 0
reposicionamento de farmacos tem se mostrado uma ferramenta de suma
importancia nessa busca.

A escolha dos farmacos neste projeto foi baseada na estrutura
quimica dos mesmos, selecionando-se compostos com o atomo de
nitrogénio em anéis aromaticos. Outros aspectos considerados nesta
selecdo também incluiram: i) compostos azdlicos, classe esta conhecida por
possuir atividade anti-Leishmania, e presenca de anel imidazdlico (bifonazol,
clotrimazol e econazol); ii) farmacos com atividade anti-Leishmania donovani
in vivo (nitazoxanida) e iii) presenca de anel piperazinico (hidroxizina e
guetiapina).

Com base nos relatos de atividade in vivo contra L. donovani, o
farmaco nitazoxanida foi escolhido para investigacdo do seu mecanismo de
acdo e da associacdo com os farmacos padrdes. A escolha do farmaco
loratadina para estudos de mecanismo de acdo se deu pelo ineditismo da

atividade anti-Leishmania de anti-histaminicos.
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Objetivos

Avaliar a Concentragéo Efetiva 50% in vitro contra formas promastigotas
e amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum do bifonazol, clotrimazol,

cloxazolam, econazol, hidroxizina, loratadina, nitazoxanida e quetiapina.

Avaliar in vitro a citotoxicidade dos mesmos farmacos em células de
mamifero NCTC clone 929.

Avaliar in vitro os possiveis mecanismos de acdo dos farmacos
nitazoxanida e loratadina em formas promastigotas de L. (L.) infantum
como: i) alteracdo da permeabilidade da membrana celular; ii) avaliacdo
do potencial da membrana mitocéndrial, iii) producdo de espécies
reativas de oxigénio, iv) exposicéo de fosfatidilserina.

Avaliar as alteracdes ultraestruturais causadas em promastigotas de L.
(L.) infantum pela incubacdo com o farmaco loratadina e nitazoxanida,

por microscopia eletronica de transmisséo.
Realizar a associacao in vitro do farmaco nitazoxanida com farmacos

padrdes (anfotericina B, Glucantime®, miltefosina e sitamaquina) em

formas amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum.
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3. Materiais e métodos

3.1. Reagentes e compostos sintéticos

Alamar blue® (resazurin), SYTOX® green dye, Mitotracker® Red
CM-H,XROS, H,DCf-DA, Kit Apoptose Anexina-V FITC foram adquiridas da
Molecular Probes® (Invitrogen). Dimetilsulféxido (DMSO) e metanol foram
obtidos da Merck. Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), meio
199 (M-199) e Phosphate-buffered saline (PBS) foram adquiridos da Sigma.

Anfotericina B, antimoniato de N-metil-glucamina (Glucantime®) e
isotionato de pentamidina foram adquiridos da Cristalia, Aventis e Sideron,
respectivamente. Bifonazol, clotrimazol, nitrato de econazol foram doados
pela farmacéutica Bayer (Brasil). Hidrocloreto de hidroxizina, loratadina,
miltefosina, nitazoxanida e sitamaquina foram adquiridos da Sigma. Outros

materiais quando ndo mencionados foram adquiridos da Sigma.

3.2. Parasitas, células de mamifero e animais de experimentacéao

3.2.1. Leishmania (L.) infantum

As formas promastigotas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD)
foram cultivadas em meio M-199 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) inativado, 0,25% de hemina, sob a temperatura de 24° C em
estufa BOD, livre da adicdo de antibidticos.

As formas amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum foram
obtidas procedendo-se a centrifugacédo diferencial de baco de hamsteres
previamente infectados e o numero de parasitas foi determinado pelo
meétodo descrito por Stauber e colaboradores (1958), 60 a 70 dias pOs-
infeccéo.
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3.2.2. NCTC

Células de tecido conjuntivo de camundongo, NCTC clone 929, do
Americam Type Culture Collection (ATCC CCL1), fornecida pela Secdo de
Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz, SP, foram armazenadas em
nitrogénio liquido ou freezer a -70 °C e posteriormente mantidas em meio M-
199 suplementado com 10% SFB, sob a temperatura de 37 °C em estufa
com 5% de CO., livre da adi¢do de antibioticos.

3.2.3. Animais de experimentacao

Os animais foram obtidos no biotério do Instituto Adolfo Lutz de
Sdo Paulo e mantidos em caixas esterilizadas com material absorvente,
recebendo agua e alimento ad libitum. Hamsteres dourados (Mesocricetus
auratus) foram infectados via intraperitoneal (i.p.) com 1x10® amastigotas por
animal para manutencdo da cepa. Camundongos BALB/c fémeas foram
utilizados para obtencdo de macrofagos peritoneais. Todos o0s
procedimentos realizados com animais tiveram aprovacao pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz/Instituto Pasteur (0085-
2010).

3.3. Determinacdo in vitro da concentracdo efetiva 50% (CEsy) dos

farmacos estudados

Os farmacos testados (bifonazol, clotrimazol, cloxazolam,
hidrocloreto de hidroxizina, loratadina, nitazoxanida, nitrato de econazol e
quetiapina) foram dissolvidos em DMSO ou metanol. Os farmacos padrdes
anfotericina B, isotianato de pentamidina, miltefosina e sitamaquina foram
dissolvidos em agua mili-Q estéril, enquanto que o Glucantime® foi usado em
sua formulacdo original. Em seguida, os farmacos estudados foram diluidos

em meio de cultura e incubados com os parasitas em diferentes

42



concentracbes com o0 objetivo de se determinar as respectivas CEsp. A
concentracédo do solvente foi inferior a 0,5% do volume final do pocgo, para
nao causar danos aos parasitas, conforme prévio conhecimento de nosso
grupo. A CEsp dos farmacos foi determinada utilizando promastigotas ou
amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum ou células de mamiferos,

conforme descrito a seguir.

3.3.1. Ensaios com promastigotas

Utilizaram-se promastigotas de L. (L.) infantum em fase
estacionaria. A quantidade de célula utilizada foi 1x10° células por poco em
placas pretas de 96 pocos (Brand®) contendo os diferentes farmacos,
diluidos em meio M-199 suplementado com 10% SFB, sem a adi¢do de
antibiéticos. Ap6s um periodo de 48 horas de incubacdo em estufa BOD a
24 °C, adicionou-se 10% de resazurina (Alamar Blue®). Em seguida, a placa
foi incubada por mais 48 horas sob as mesmas condi¢des. Ao final do
ensaio, a leitura foi realizada em espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5
Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 540 nm e emissao
de 595 nm (Mikus e Steverding, 2000). Como controle positivo (100% de
células mortas), utilizou-se o farmaco padrdo anfotericina B, devido a sua
utilizacdo na terapia clinica, e como controle (100% de células vivas),
utilizaram-se células ndo tratadas. Os ensaios foram realizados em

duplicatas e foram realizados pelo menos dois ensaios distintos.

3.3.2. Ensaios com amastigotas

Os macrofagos foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c fémeas por meio de lavagem em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de SFB. Semeram-se 1x10°> macréfagos por poco
em placas de 16 pocos (NUNC®) que formam incubados por 24 horas em
estufa a 37 °C com 5% de CO,. Em seguida, os macrofagos foram

infectados com amastigotas purificadas de baco de hamster infectado na
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proporcdo de 10:1 amastigotas/macréfago, ou seja, 1x10° amastigotas por
poco, e foram incubados por 24 horas. Posteriormente, os macrofagos
infectados foram tratados com os farmacos em estudo que foram
seriadamente diluidos e incubados por 120 horas sob as mesmas condi¢cdes
(Tempone et al.,, 2005). Ao final do ensaio, os pocos foram retirados e a
lamina foi fixada em metanol, corada com Giemsa e observada em
microscopio oOtico. A CEso foi determinada por meio da contagem de 500
macrofagos/poco, avaliando-se o nimero de macrofagos infectados (Yardley
e Croft, 2000). Como controle do ensaio foram utilizados macrofagos
infectados nao tratados, e como controle positivo foram utilizados
macrofagos infectados tratados com os farmacos em uso clinico anfotericina
B e Glucantime®. Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram feitos

pelo menos dois ensaios distintos.

3.3.3. Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada utilizando-se células NCTC (clone
929), 6 x10* células/poco, incubadas com os farmacos que foram
seriadamente diluidos em meio M-199 com 10% SFB em placas pretas de
96 pocos. Incubou-se por 48 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO, e em
seguida, adicionou-se 10% de Alamar Blue®. Incubou-se por mais 20 horas e
a leitura foi feita da mesma forma descrita anteriormente para promastigotas.
Anfotericina foi utilizada como controle positivo (100% de células mortas) e
como controle (100% de células vivas), utilizaram-se células ndo tratadas.
Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram feitos pelo menos dois
ensaios distintos.

Para avaliar o indice de Seletividade (IS) dos farmacos em
estudo, utilizou-se a seguinte razao:
IS= CEso em células de mamifero/CEsg em amastigotas intracelulares; onde

os farmacos com IS maior que 1 foram considerados seletivos.
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3.4. Avaliacdo dos mecanismos de acdo em promastigotas de L. (L.)

infantum
3.4.1. Alteracdo da permeabilidade de membrana plasmatica

O SYTOX® Green é um fluoréforo utilizado para avaliar a
permeabilidade da membrana das células através de sua ligagdo ao DNA.
Neste caso, o0 método foi utilizado para observar se os farmacos estudados
alteravam ou ndo a permeabilidade da membrana plasmética de
promastigotas de L. (L.) infantum. Os farmacos testados foram loratadina e
nitazoxanida, todos com 0s seus respectivos valores de Concentracao
Efetiva a 100% (CEigo). As formas promastigotas (2x10° parasitas/poco)
foram lavadas com PBS e incubadas com 30 pL de SYTOX® Green (1 puM)
em placas pretas de 96 pocos por 15 minutos em estufa BOD a 24 °C, e
posteriormente, foram adicionados os farmaco. O aumento na fluorescéncia
devido a ligacdo do marcador fluorescente ao DNA do parasita foi
mensurado utilizando-se espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-
Mode Microplate Reader) com filtro de excitacdo de 485 nm e emisséo de
520 nm. As leituras foram realizadas a cada 20 minutos num total de 80
minutos. A normalizacdo das leituras foram realizadas subtraindo-se a
fluorescéncia basal do grupo ndo tratado (controle). A permeabilizacdo
maxima foi obtida na presenca do detergente Triton X-100 a 0,5% (controle
positivo) (Kulkarni et al., 2009). Este ensaio também foi usado para avaliar a
cinética de penetracédo de SYTOX® Green, onde as leituras foram realizadas
a cada hora num total de 24 horas. Pocos contendo os farmacos em estudo,
adicionados de meio de cultura e o fluoréforo em questdo foram utilizados
para avaliar o possivel aumento de fluorescéncia na presenca pelos
farmacos. Além disso, o solvente utilizado, metanol ou DMSO, foi utilizado

como controle para verificar possivel interferéncia nos resultados.
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3.4.2. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial

Mitotracker® Red CM-H,XROS é um fluoréforo que se acumula
em mitocondrias viaveis e seu acumulo € dependente do potencial de
membrana mitocondrial. Esse fluoréforo difunde-se passivamente através da
membrana plasmatica e acumula-se na mitocondria ativa. O Mitotracker®
Red CM-H,XROS esta na forma reduzida e por isso néo fluoresce até que
entre nas células vivas, onde sofre oxidacdo, gerando fluorescéncia. Esse
método foi utilizado para avaliar o potencial da membrana mitocondrial de L.
(L.) infantum. Formas promastigotas (2x10° parasitas por poco) foram
lavadas duas vezes em PBS e incubadas com os farmacos estudados por
60 minutos no escuro. Os farmacos loratadina e nitazoxanida foram testados
com 0s seus respectivos valores de CE1p. Em seguida, adicionou-se 20 pL
de Mitotracker® Red CM-H,XROS a 500 nM e incubou-se por mais 40
minutos no escuro. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes em
PBS e a leitura foi realizada imediatamente em espectrofluorimetro de
placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de excitacdo
de 540 nm e emisséo de 595 nm. Como controle, utilizaram-se parasitas néo
tratados. A normalizacédo da leitura foi realizada subtraindo-se as amostras
da fluorescéncia basal do fluoréforo. Pogos contendo os farmacos em
estudo, adicionados de meio de cultura e o fluoréforo em questdo foram
utilizados para avaliar uma possivel fluorescéncia dos farmacos. Além disso,
o0 solvente utilizado, metanol ou DMSO, foi utilizado como controle para

verificar possivel interferéncia nos resultados.

3.4.3. Alteracdo na producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A sonda 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCf-DA) é
uma forma quimicamente reduzida de fluoresceina utilizada como um
indicador de ROS. ApOs a clivagem dos grupos acetato por esterases
intracelulares e oxidagdo, a sonda H,DCf-DA que n&o é fluorescente é

convertida para a forma altamente fluorescente 2',7'-dichlorofluorescein
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(DCF). Esse meétodo foi utilizado para avaliar a producdo de ROS nos
parasitas. Promastigotas de L. (L.) infantum (2x10° parasitas por poco) foram
lavados em solucédo HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) e incubados com
os farmacos loratadina e nitazoxanida, no valor da CEip por 60 minutos.
Posteriormente, as células foram lavadas e incubadas por 15 minutos com
H,DCf-DA (5 uM) e foi feita a leitura da fluorescéncia em espectrofluorimetro
de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader) com filtro de
excitacdo de 485 nm e emissdao de 520 nm. Como controle positivo,
utilizaram-se parasitas tratados com oligomicina (20 pM) (Carvalho et al.,
2011) e como controle, utilizaram-se parasitas ndo tratados. A normalizagéo
da leitura foi realizada subtraindo-se a fluorescéncia basal do grupo néo
tratado (controle). Pocos contendo os farmacos em estudo, adicionados de
meio de cultura e o fluoréforo em questdo foram utilizados para avaliar uma
possivel fluorescéncia dos farmacos. Além disso, o solvente utilizado,
metanol ou DMSO, foi utilizado como controle para verificar possivel

interferéncia nos resultados.
3.4.4. Alteracdo na exposicéao de fosfatidilserina

A anexina V é utilizada como sonda para detectar as células que
expressaram a fosfatidilserina (PS) sobre a superficie da célula, um evento
encontrado na apoptose. O ApoTargetTM Anexina V-FITC Apoptosis Kit
possui anexina-V marcada com fluoresceina e iodeto de propidio (PI), o qual
se liga ao DNA. O regime de coloracdo dupla (anexina e PIl) permite detectar
trés distintas populacdes de células, tais como, células néo-apoptoéticas
(anexina-V negativa e Pl negativo), células em apoptose precoce (anexina
V-positiva e Pl negativo) e células necroticas ou células em apoptose tardia
(anexina V-positiva e Pl positivo). Os parasitas (2x10° por poco) foram
lavados em meio M-199 e incubados com os farmacos nitazoxanida e
loratadina, ambos com seus CE;ig em diferentes tempos de incubagdo. As
amostras foram preparadas de acordo com as instru¢cdes do fabricante

(Invitrogen) e a leitura foi realizada em citometria de fluxo utilizando o filtro
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de excitacdo de 488 nm. Como controle, utilizaram-se parasitas nao tratados
e como controle positivo, utilizaram-se o farmaco miltefosina. Pocgos
contendo os farmacos em estudo, adicionados de meio de cultura e o
fluoréforo em questdo foram utilizados para avaliar uma possivel
fluorescéncia dos farmacos. Além disso, o solvente utilizado, metanol ou
DMSO, foi utilizado como controle para verificar possivel interferéncia nos

resultados.
3.4.5. Estudo das alteragdes ultraestruturais em Leishmania

O presente estudo teve como objetivo observar as alteracbes
geradas em promastigotas de L. (L.) infantum apds diferentes tempos de
incubacdo com os farmacos loratadina e nitazoxanida. Os parasitas (1x10’
por poco) foram lavados em meio M-199 e incubados a 24 °C com os
farmacos em tempos variados. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos e lavadas trés vezes em PBS.
ApoOs as lavagens, as células foram fixadas em solucéo de glutaraldeido 4%,
incluido em tetroxido de 6smio por 30 minutos, gradualmente desidratado
em etanol e aplicado a resina Epon 812 (Duarte et al., 1992). O material foi
analizado em microscopio eletrénico de transmissdo (JEOL) no Instituto
Adolfo Lutz. Como controle interno, utilizaram-se parasitas incubados com o
solvente utilizado para diluir os compostos (metanol ou DMSO), para

verificar possivel interferéncia nos resultados.

3.5. Determinacdo in vitro das associacdes entre nitazoxanida e

farmacos padrdes

Nitazoxanida foi associada in vitro com farmacos padroes
anfotericina B, Glucantime®, miltefosina e sitamaquina e a natureza das
associacOes foi avaliada em formas amastigotas intracelulares de L. (L.)
infantum utilizando-se o método de isobolograma modificado (Fivelman et

al., 2004, Reimdo e Tempone, 2011). Para a associacdo de farmacos foi
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realizado o mesmo procedimento descrito no item 3.3.2., utilizando dois
farmacos nas propor¢cBes pré-determinadas. Para cada associagdo, 0s
valores de CEso de cada farmaco isolado foram previamente determinados,
assegurando assim o ponto de partida da diluicdo seriada de base dois. Os
farmacos estudados foram dissolvidos em seus respectivos solventes e
diluidos em meio RPMI-1640 com 10% de SFB. As concentracfes foram
preparadas nas seguintes proporcdes de nitazoxanida e farmacos padrées:
5.0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5, em placas de 16 pocos, em duplicata (Figura
13).

A concentracdo inicial dos farmacos usados foi: 220 pM para
nitazoxanida (NTZ), 0,8 uM para anfotericina B, 180 pug/mL para Glucantime®
(GLU), 150 uM para miltefosina e 26 uM para sitamaquina, com a finalidade
de seu CEso ficar proximo ao quarto po¢o da diluicgdo. Também foram
usados dois poc¢os no final de cada placa como controle positivo (100%

infeccédo).

NTZ+GLU  NTZ+GLU NTZ+GLU  NTZ+GLU  NTZ+GLU NTZ+GLU

(5:0) 4:1) (3:2) (2:3) (1:4) (0:5)
Duplicata . J
+—> ) (

Diluicdo seriada

(base 2)

Figura 13: Ensaio de associacdo de NTZ e GLU em placas de 16 pocos
(NUNC®); foram usadas seis placas para associar dois farmacos, cada placa

representa uma propor¢ao de farmacos.
Fonte: arquivo pessoal.

A partir da CEsp de cada associacdo, foram realizados o0s

seguintes calculos:
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- Concentragdo Inibitéria Fracionaria (CIF) = CEsp do farmaco combinado /
CEsp do farmaco individual;

- Somatdria da Concentracao Inibitoria Fracionaria (3> CIF) = CIF do farmaco
A + CIF do farmaco B;

- Média da Somatoria da Concentragdo Inibitéria Fracionaria (X3 CIF) =
somatoria das Y CIF / 4.

A X3>CIF foi utilizada para classificar as associagbes dos
farmacos avaliados. Quando a X3 CIF for menor ou igual a 0,5 a associagéo
foi considerada sinérgica, quando for maior que 0,5 e menor ou igual a 4, a
associacdo foi considerada indiferente e quando for maior que 4, a

associacao foi considerada antagonica (Odds, 2003).

3.6. Analises estatisticas

A CEsp dos farmacos analisados foi determinada por meio de
curvas sigmoidais dose-resposta, utilizando-se o software Graph Pad Prism
5.0, analisando-se os respectivos intervalos de confianca 95% e coeficientes
lineares (r). As diferengas entre amostras foram estatisticamente avaliadas
por meio dos valores de P (one-way ANOVA, nonparametric).
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4. Resultados

4.1. Determinacdo da atividade anti-Leishmania e citotoxicidade in

vitro dos farmacos.

Os compostos foram incubados por 48 horas com formas
promastigotas de L. (L.) infantum e a viabilidade determinada pelo método
fluorimétrico com Alamar Blue®. Todos os fArmacos apresentaram atividade
contra as formas promastigotas, matando 100% dos parasitas na
concentragdo maxima testada. A CEso variou entre 2 a 167 pyM, sendo o
clotrimazol o farmaco mais ativo e o cloxazolam o menos ativo. Apenas o
econazol e a nitazoxanida apresentaram atividade contra formas
intracelulares, com valores de CEsp entre 11 a 22 yM (Tabela 2). Os
farmacos padrdoes anfotericina B, sitamaquina, miltefosina e pentamidina
demonstraram valores CEsp entre 0,1 a 16 yM em formas promastigotas e
CEso entre 0.07 a 16 uM contra formas amastigotas. O medicamento
Glucantime® apresentou uma CEs, de 22 pg/mL (Tabela 3).

A citotoxicidade dos farmacos foi demonstrada em células NCTC
clone 929 apds 48 horas de incubacéo, e a viabilidade foi determinada pelo
método fluorimétrico com Alamar Blue®. Todos os fArmacos apresentaram
citotoxicidade, sendo o clotrimazol o farmaco que apresentou o menor valor
de CEsp (39 uM) e o cloxazolam o maior valor CEsp (270 uM). Considerando
a relacdo entre atividade antiparasitaria contra formas amastigotas e a
toxicidade contra células NCTC, observa-se que a nitazoxanida e o econazol
apresentaram um indice de Seletividade de aproximadamente 3 (Tabela 2).
Os farmacos padrdes também foram incluidos nos ensaios de citotoxicidade,
sendo que a anfotericina B, sitamaquina, miltefosina e pentamidina
demonstraram uma CEs, entre 33 a 319 pM. O medicamento Glucantime®
nao apresentou citotoxicidade até a concentracdo maxima de 200 pg/mL
(Tabela 3).
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Tabela 2: Valores expressos em pM das CEsp dos farmacos estudados
contra formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum
e citotoxicidade em células de mamifero NCTC clone 929 e IS dos farmacos.

CEso (UM) IC 95%

Farmaco Promastigotas Amastigotas Células NCTC IS
bifonazol 8,97 na 41,81 nd
(8,39 —9,58) (19,98 — 87,47)
clotrimazol 2,81 na 39,24 nd
(2,55 — 3,10) (33,71 — 45,68)
cloxazolam 167,80 na 270,50 nd
(143,90 - 195,58) (257,60 — 284,10)
econazol 5,36 11,95 42,69 3,6
(4,60 - 6,25) (3,28 — 43,49) (37,18 — 49,01)
hidroxizina 59,57 na 159,50 nd
(58,36 - 60,81) (148,70 — 171,10)
loratadina 52,96 na 69,52 nd
(31,48 - 89,10) (55,58 — 86,82)
nitazoxanida 139,00 22,08 68,14 3,08
(93,63 - 206,50) (21,19 - 23,00) (58,28 — 79,67)
quetiapina 84,64 na 229,20 nd

(79,45 — 90,16)

(186,10 — 282,20)

CEso: Concentragdo Efetiva 50%; 1C95%: Intervalo de Confianga 95%; nd: ndo determinado; na: ndo ativo.; IS:
Indice de Seletividade, dados pela razéo entre CEs, em células de mamiferos e CEso em amastigotas intracelulares.

Tabela 3: Valores expressos em uM das CEsp dos farmacos padrdes contra
formas promastigotas e amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum e
citotoxicidade em células de mamifero NCTC clone 929 e IS dos farmacos.

CEso (UM) IC 95%

Farmaco Promastigotas Amastigotas Células NCTC IS
anfotericina B 0,10 0,07 319,80 4.568,57
(0,09-0,11) (0,07 — 0,08) (302,00 — 338,60)
Glucantime® nd 22,80 >200 >8,7
(20,76 — 25,04)
miltefosina 16,43 16,86 122,00 7,23
(15,45 — 17,46) (11,57 — 24,57) (94,78 — 157,00)
pentamidina 0,74 nd 38,51 nd
(0,70 —0,77) (31,81 — 46,61)
sitamaquina 3,22 3,22 33,89 10,52
(2,92 — 3,55) (3,16 — 3,28) (32,05 — 35,85)

CEso: Concentragéo Efetiva 50%; 1C95%: Intervalo de Confianga 95%; nd: ndo determinado; na: ndo ativo; * valor
expresso em pg/mL; IS: Indice de Seletividade, dados pela razédo entre CEsy em células de mamiferos e CEso em

amastigotas intracelulares.
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4.2. Avaliagcdo dos mecanismos de acdo dos farmacos loratadina e

nitazoxanida em L. (L.) infantum

4.2.1. Alteracdo da permeabilidade de membrana plasmatica

Os farmacos nitazoxanida e loratadina foram incubados por até 80
minutos com promastigotas de L. (L.) infantum e a permeabilidade da
membrana plasmatica avaliada com SYTOX® Green. Conforme indicado na
figura 14, se observou que a nitazoxanida ndo alterou o influxo da sonda
durante os 80 minutos de incubagdo, ndo apresentando diferenca
significativa quando comparado ao controle (células ndo tratadas) (p>0,05).
Ja o farmaco loratadina permitiu o influxo da sonda fluorescente apés 20
minutos de incubacdo; aos 60 e 80 minutos de incubacgéo, se observou
significativo influxo da sonda quando comparado ao controle (células néo
tratadas) (p<0,05). A permeabilizacdo maxima foi obtida na presenca do
detergente Triton X-100 (controle positivo) e se observou significativo influxo

da sonda quando comparado ao controle (células néo tratadas) (p<0,002).
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Figura 14: Avaliagdo da permeabilidade da membrana plasmatica de
promastigotas de L. (L.) infantum, representada em unidades de
fluorescéncia das leituras realizadas a cada 20 minutos de incubagéo na
presenca da sonda SYTOX green®. O valor de p (teste de variancia, néo
paramétrico) é representado por *(p<0,05) e ** (p<0,002) em relacdo ao

controle. A barra é representada pela média das triplicatas de um ensaio
representativo.
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A avaliagdo da cinética de penetracdo de SYTOX Green foi
avaliada por um periodo de 24 horas com os dois farmacos testados (dados
nao mostrados). A nitazoxanida apresentou aumento de influxo da sonda a
partir de 12 horas de incubac&o, com aumento gradual até 24 horas de
incubagéo. A loratadina iniciou o influxo da sonda com 20 minutos de
incubacdo e atingiu seu ponto maximo de influxo apdés 18 horas de

incubacao.

4.2.2. Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em
promastigotas foi monitorada pela sonda Mitotracker® Red CM-H,XROS.
Para isto, parasitas néo tratados (controle), foram incubados com a sonda.
Ap6s 60 minutos de incubacdo, os niveis de fluorescéncia detectados
representam o funcionamento normal do potencial de membrana
mitocondrial da célula. Os resultados demonstraram que o farmaco
nitazoxanida (figura 15) reduziu em 100% a oxidag&o da sonda, resultando
em niveis de fluorescéncia ndo detectaveis. A comparacao entre 0 grupo
controle e a nitazoxanida resultou em valores significativamente diferentes
(p<0,05). O farmaco loratadina (figura 15), reduziu em 89% a oxidacao da
sonda, porém este decréscimo ndo foi significativo (p>0,05) quando
comparado ao controle (figura 15).
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Figura 15: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial de
promastigotas de L. (L.) infantum utilizando a sonda Mitotracker® Red CM-
H.XROS realizada ap6s uma hora de incubacdo com os farmacos. O valor
de p (teste de variancia, ndo paramétrico) é representado por * (p<0,05) em
relacdo ao controle. A barra é representada pela média das triplicatas de um
ensaio representativo.

4.2.3. Alteracdo na producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A regulacdo de ROS em promastigotas foi avaliada na presenca
dos farmacos apés 60 minutos de incubacdo, utilizando-se a sonda H,DCF-
DA. Parasitas nao tratados (controle) foram utilizada com o objetivo de
normalizar o resultado obtido apds incubacdo com os farmacos em teste. O
farmaco nitazoxanida (figura 16) induziu um aumentou significativo (p<0,05)
da expressdao de ROS nos promastigotas em relacdo ao controle. Desta
forma, observou-se ainda que no grupo tratado com nitazoxanida, a
fluorescéncia foi cerca de 36% superior aquela encontrada no controle
positivo da reacdo, dado pela oligomicina (figura 16). O farmaco loratadina
nao alterou a producdo de ROS nos promastigotas quando comparada ao

controle.
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Figura 16: Avaliacdo da producdo de ROS em promastigotas de L. (L.)
infantum  utilizando a sonda H,DCF-DA realizada apés uma hora de
incubacdo com os farmacos. O valor de p (teste de variancia, nao
paramétrico) € representado por * (p<0,05) em relacdo ao controle. A barra é
representada pela média das triplicatas de um ensaio representativo.

4.2.4. Exposicao de fosfatidilserina

A exposicdo de fosfatidilserina na superficie da membrana
plasmatica de promastigotas de L. (L.) infantum foi avaliada na presenca dos
farmacos loratadina (18 horas) e nitazoxanida (12, 16 e 24 horas), utilizando-
marcacdo com anexina Ve observacdo por citometria de fluxo.
Promastigotas sem marcacao foram utilizadas como controle interno (figura
17- A). Parasitas nao tratados foram usados como controle e apos 24 horas
de incubagé&o, observaram-se os seguintes resultados: 6,58% mostraram-se
positivos tanto para anexina V quanto para iodeto de propidio; 2%
mostraram-se positivos para iodeto de propideo e 1,75% mostraram-se
positivos para anexina V (figura 17-B). Miltefosina foi usada como controle
positivo para expressao de fosfatidilserina. Apos 24 horas de incubacéo,
99,4% dos parasitas estavam positivos tanto para anexina V quanto para
iodeto de propidio; 0,12% estavam positivos apenas para iodeto de propidio

e 0,018% positivos apenas para anexina V (figura 17-C).
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Os resultados obtidos apds 18 horas de incubacdo com o farmaco
loratadina demonstraram que 96,8% dos parasitas estavam positivos tanto
para anexina V quanto para iodeto de propidio; 1,53% dos parasitas
positivos somente para iodeto de propidio e 0,22% dos parasitas positivos
somente para anexina V (figura 17-D).

Apéds 12 horas de incubacdo com a nitazoxanida, cerca de 83,9%
dos parasitas foram positivos tanto para anexina V quanto para iodeto de
propidio; 3,97% estavam positivos somente para iodeto de propidio e 0,49%
positivos apenas para anexina V (figura 17-E). Apds 16 horas de incubacéo,
cerca de 93,4% estavam positivos tanto para anexina V quanto para iodeto
de propidio; 5,9% estavam positivos somente para iodeto de propidio e
0,04% positivos apenas para anexina V (figura 17-F). Apos 24 horas de
incubacédo, 97,4% dos parasitas estavam positivos tanto para anexina V
quanto para iodeto de propidio; 2,43% estavam positivos somente para

iodeto de propidio e 0,024% positivos apenas para anexina V (Figura 17-G).
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Figura 17: Analise por citometria de fluxo usando as sondas anexina V
(FITC-A) e iodeto de propidio (PI-A) para avaliar a exposi¢cdo de
fosfatidilserina na superficie de membrana. A) controle interno (parasitas
sem marcacgao); B) controle (parasitas nao tratados, incubados por 24
horas); C) controle positivo (parasitas tratados com miltefosina por 24 horas);
D) parasitas tratados com loratadina por 18 horas; E) parasitas tratados com
nitazoxanida por 12 horas; F) nitazoxanida por 16 horas e G) nitazoxanida
por 24 horas.
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As possiveis alteracdes ultraestruturais em promastigotas de L.
(L.) infantum foram avaliadas na presenca dos farmacos utilizando-se
microscopia eletrbnica de transmissdo. Ap6s 1 hora de incubacdo com o
farmaco nitazoxanida, foi possivel observar um pequeno aumento do volume
da mitocondria (figura 18-B seta amarela) e aumento na formacdo de
vacuolos quando comparado ao controle (figura 18-A). Apesar disso,
observou-se a preservacdo do cinetoplasto, assim como da membrana
plasmatica do parasita. Ap6s 3 horas de incubacdo, observou-se que a
nitazoxanida induziu um alargamento dos vacuolos (seta vermelha) assim
como da mitocondria (figura 18-C seta amarela). Apds 6 horas de
incubacdo observaram-se: i) destacamento da membrana nuclear (seta
branca); ii) condensacdo da cromatina (seta azul); iii) aumento de vesiculas
(bolhas) na superficie da membrana plasmética (seta laranja) e, iv) aumento
progressivo do volume da mitocondria (figura 18-D/E seta amarela). Apés
16 horas de incubacédo com nitazoxanida, a morfologia dos promastigotas foi
completamente alterada para uma forma arredondada incomum, com
reducdo do tamanho da célula (aproximadamente 2-3 vezes) e visiveis
danos na membrana plasmatica (poros), culminando em perda de organelas
citoplasmaticas (figura 18-F seta laranja). Células tratadas com o solvente
na concentracdo utilizada nos ensaio foram adicionadas como controle
interno do ensaio, sendo compativeis com o grupo controle (células nao
tratadas), onde se pode notar estruturas integras como nucleo, cinetoplasto,

membrana plasmatica, bolsa flagelar e flagelo.
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Figura 18: Analise ultraestrutural de promastigotas de L. (L.) infantum
tratados e incubados por diferentes periodos a 24 ° C. Imagem adquirida por
microscopia eletrénica de transmissao. A) controle (parasitas nao tratados
incubados por 16 horas); B) parasitas tratados com nitazoxanida por 1 hora;
C) nitazoxanida por 3 horas; D e E) nitazoxanida por 6 horas e F)
nitazoxanida por 16 horas. K-cinetoplasto; n- nucleo; f-flagelo.
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Logo apés 1 hora de incubagdo com o farmaco loratadina,
observaram-se intensos danos ultraestruturais nos promastigotas, incluindo
0 aparecimento de poros ha membrana plasmatica (seta laranja), bem como
a formacdo de vacuolos (seta vermelha), inchaco da mitocondria (seta
amarela) e danos ao cinetoplasto (Figura 19 - B). Ap6s 3 horas de
incubagéo, observaram-se descolamento da bicamada da membrana
plasmatica (seta laranja), alteracdo da morfologia para uma forma
arredondada, assim como intensos danos nucleares (seta verde) (Figura 19
- C). Apos 6 horas de incubacao, observaram 100% dos parasitas totalmente
destruidos, com perda de organelas citoplasmaticas (Figura 19 - D). Células
tratadas com o solvente na concentracdo utilizada nos ensaio foram
adicionadas como controle interno do ensaio, sendo compativeis com o
grupo controle (células nao tratadas), onde se encontram estruturas integras

como nucleo, membrana plasmética e flagelo (Figura 19 - A).
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Figura 19: Anadlise ultraestrutural de promastigotas de L. (L.) infantum
tratados e incubads por diferentes periodos a 24° C. Imagem adquirida em
microscopia eletrénica de transmissédo. A) controle (parasitas ndo tratados
incubados por 16 horas); B) parasitas tratados com loratadina por 1 hora; C)
loratadina por 3 horas e D) loratadina por 6 horas. Nucleo (n), membrana
plasmatica (MP) e flagelo (f).
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4.3. Associagédo entre nitazoxanida e farmacos padrées

As possiveis interacdes entre nitazoxanida e os farmacos padrdes
(anfotericina B, Glucantime®, miltefosina e sitamaquina) foram avaliadas in
vitro através do método de isobolograma de proporcdes fixas modificado
utilizando-se amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum apés 120 horas
de incubacdo com os respectivos farmacos. Ao final de cada experimento de
associacdo, foram geradas quatro curvas dose-resposta, correspondente as
diferentes propor¢es em que os farmacos foram combinados (4:1, 3:2, 2:3,
e 1:4) e duas curvas correspondentes aos farmacos isolados (5:0 e 0:5),
totalizando seis curvas dose-resposta. As curvas obtidas pela associacéo de
nitazoxanida e anfotericina B, Glucantime®, miltefosina e sitamaquina sdo
apresentados na figura 20. Conforme se pode observar, de uma forma geral
houve uma mudanca nas curvas sigmoidais dose-resposta da direita para a
esquerda, indicando uma reducao nos valores de CEsp dos farmacos quando

administrados em associac¢ao.
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Figura 20: Curvas de dose-resposta geradas pela associacdo de
nitazoxanida e farmacos padrbes em amastigotas intracelulares de L. (L.)
infantum. A) nitazoxanida e anfotericina B; B) nitazoxanida e Glucantime®; C)
nitazoxanida e miltefosina; D) nitazoxanida e sitamaquina. *as
concentracdes do Glucantime® foram expressos em pg/mL.
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Figura 20 (continuacdo): Curvas de dose-resposta geradas pela
associacdo de nitazoxanida e farmacos padrbes em amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum. A) nitazoxanida e anfotericina B; B)
nitazoxanida e Glucantime®; C) nitazoxanida e miltefosina; D) nitazoxanida e
sitamaquina. *as concentracdes do Glucantime® foram expressos em pg/mL.
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O farmaco nitazoxanida isoladamente apresentou valores de CEsg
que variaram de 19,85 a 30,07 uM (tabela 4) enquanto que os farmacos
padrdes anfotericina B, Glucantime®, miltefosina e sitamaquina isoladamente
apresentaram valores de CEspde 0,13 uM, 5,61 ug/mL, 17,76 pM e 2,92 uM,
respectivamente (tabela 4). Como se pode observar na tabela 4, os valores
de CEsp do farmaco “A” (nitazoxanida) diminuiram conforme se aumentou a
dose do farmaco “B” (farmacos padrdes) e vice-versa. Este comportamento
€ caracteristico de interacdes indiferentes. Com base nos valores de CEsp de
cada associacao, calcularam-se as CIF de ambos os farmacos, as quais sao
apresentadas na tabela 4. Também se observou que as CIF do farmaco “A”
(nitazoxanida) diminuiram conforme se aumentou a dose do farmaco “B”
(farmacos padrdes) e vice-versa. Ao se calcular a ZCIF de cada associagao,
foram obtidos valores que variaram de 0,59 a 1,41. De acordo com a
classificacdo adotada no presente trabalho, tais associacdes foram
consideradas indiferentes com base nos valores de CIFs. Por sua vez, a
média da ZCIF, a qual representa o comportamento geral da associacao,

variou se 0,82 a 1,12 (tabela 5), indicando intera¢gdes indiferentes.
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Tabela 4: Valores de CEsy, CIF e YCIF gerados pela associagao entre
nitazoxanida e os farmacos padrées em amastigotas intracelulares de L. (L.)

infantum.
Farmaco CEso da associagéo (uM) CIF da >CIF
associado Proporcéo (IC 95%) associagao
A B A B A B A B A+B
5 0 30,07 - - - -
(29,30 — 30,85)
4 1 28,83 0,02 0,96 0,15 1,11
(27,58 — 30,14) (0,02 -0,03)
g < 3 2 26,65 0,06 0,89 0,46 1,35
c s (26,12 — 27,20) (0,06 —0,07)
P 5 2 3 19,37 0,10 0,64 0,77 1,41
X 3 (18,76 — 19,99) (0,10-0,11)
i g 1 4 3,98 0,06 0,13 0,46 0,59
(3,86 — 4,11) (0,05 — 0,06)
0 5 - 0,13 - - -
(0,12 -0,14)
5 0 26,18 - - - -
(24,53 — 27,93)
4 1 12,44 2,54 0,47 0,45 0,92
(11,19 — 13,84) (2,29 - 2,83)
© o 3 2 5,32 2,90 0,20 0,52 0,72
2 g (4,83 - 5,86) (2,64 - 3,20)
g = 2 3 2,62 3,21 0,10 0,57 0,67
g S (2,48 — 2,76) (3,05 - 3,38)
£ ] 1 4 1,59 5,22 0,06 0,93 0,99
z © (1,51 - 1,68) (4,96 — 5,50)
5,61
0 5 - (5,03 - 6,26) - - -
5 0 24,20 - - - -
(22,27 — 26,28)
4 1 17,13 2,92 0,71 0,16 0,87
(16,56 — 17,71) (2,82 -3,02)
3 © 3 2 16,19 7,36 0,67 0,41 1,08
= £ (15,55 — 16,85) (7,07 - 7,66)
P £ 2 3 10,79 11,04 0,45 0,62 1,07
N = (10,37 -11,22) (10,61 —11,48)
= = 1 4 6,19 16,87 0,26 0,95 1,21
(5,70 -6,71) (15,54 — 18,31)
0 5 - 17,76 - - -
(16,43 — 19,20)
5 0 19,85 - - - -
(19,33 - 20,39)
4 1 14,14 0,42 0,71 0,14 0,85
(13,58 — 14,71) (0,40 — 0,43)
3 © 3 2 11,30 0,89 0,57 0,31 0,88
= 3 (10,94 — 11,67) (0,86 — 0,92)
3 S 2 3 7,78 1,38 0,39 0,47 0,86
N g (7,49 — 8,07) (1,33 - 1,43)
= D 1 4 5,51 2,60 0,28 0,89 1,17
(5,35 - 5,67) (2,53 - 2,68)
0 5 - 2,92 - - -
(2,73-3,12)

* as CEs, do Glucantime® foram expressas em pg/mL.
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Tabela 5: Valores da X} CIF da associagao entre nitazoxanida e farmacos
padrbes em amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum.

Associacao X> CIF
Nitazoxanida + Anfotericina B 1,12
Nitazoxanida + Glucantime® 0,82
Nitazoxanida + Miltefosina 1,06
Nitazoxanida + Sitamaquina 0,94

X5 CIF: média da somatdria das concentragdes inibitdrias fracionarias.

Outra forma de analisar os resultados de associagdo de farmacos
€ pela construcao de isobologramas, que séo representacdes graficas onde
se plotam os valores de CEsp ou de CIF de cada uma das associacfes e se
analisa a posicdo de cada ponto em relacdo a linha de aditividade. Os
isobologramas obtidos no presente trabalho s&o apresentados nas figuras
21 e 22, com base nos valores de CEsg e de CIF, respectivamente.

Na figura 21, os valores de CEsp das associacdes foram plotados
e o intervalo de confianca 95% (IC 95%) foi representado por uma barra de
erros ao redor de cada ponto. Com base no IC 95% dos farmacos aplicados
isoladamente, gerou-se uma faixa de confiancga, que foi identificada por duas
linhas pontilhadas. A linha de aditividade, por sua vez, foi indicada por uma
linha continua, que foi gerada pela juncdo dos valores de CEsp dos farmacos
aplicados isoladamente. Nesta figura se pode observar a presenga de alguns
pontos acima da linha de aditividade, tais como: P, P; e P4 na associacao
com anfotericina B e Ps na associacdo com miltefosina e sitamaquina.
Também foram observados pontos abaixo da linha de aditividade, como os
pontos Ps na associacdo com anfotericina B, P;3 e P4 na associagdo com
Glucantime®, P, na associacdo com miltefosina e P,, P3 e P, na associacao
com sitamaquina.

A andlise dos pontos isolados em relagéo a linha de aditividade,
contudo, considera que os valores abaixo da linha de aditividade sé&o
sinérgicos e os valores acima sdo antagonicos. Desta forma, os valores de
CIF abaixo de 1 sdo considerados sinérgicos, acima de 1 sdo antagbnicos e

iguais a 1 sao indiferentes ou aditivos. Esta forma de classicagcéo foi

68



amplamente discutida e uma classificagdo mais conservadora foi proposta.
Neste caso, os valores de CIF abaixo de 0,5 sédo considerados sinérgicos e
os valores acima de 4 sdo considerados antagbdnicos, enquanto que 0sS
valores no intervalo de 0,5 a 4 sédo considerados indiferentes ou aditivos.
Baseado nesta classificacdo, as associacfes entre nitazoxanida e o0s
farmacos padrdoes apresentaram interacdo indiferente, como pode ser
observado na figura 22. Nesta figura, os pontos correspondentes as CIF das
associacfes foram ligados por uma linha de tendéncia que se situou no
intervalo entre 0,5 e 4, o qual foi identificado por linhas pontilhadas (figura
22). Desta forma, fica claro que, embora alguns pontos de localizem
ligeiramente abaixo ou acima da linha de aditividade (figura 21), todos estes
pontos se encontram dentro da faixa que classifica estes valores como

indiferentes.
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Figura 21:. Isobolograma gerado com base nos valores de CEsy da
associacdo de nitazoxanida e farmacos padrbes em amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum. Os pontos Pi, P, P3, P4, Ps e Pg
correspondem as proporcgdes 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 de nitazoxanida e
os farmacos padrdes, respectivamente. A linha continua corresponde a linha
de aditividade, as linhas pontilhadas indicam a faixa de confianca e as barras
ao redor dos pontos correspondem aos intervalos de confianga. A)
nitazoxanida e anfotericina B; B) nitazoxanida e Glucantime® C)
nitazoxanida e miltefosina; D) nitazoxanida e sitamaquina.
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Figura 21 (continuacao): Isobolograma gerado com base nos valores de
CEso da associagdo de nitazoxanida e farmacos padrdes em amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum. Os pontos P;, Py, P3, P4, Ps e Psg
correspondem as proporgdes 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5 de nitazoxanida e
os farmacos padrdes, respectivamente. A linha continua corresponde a linha
de aditividade, as linhas pontilhadas indicam as faixas de confianca e as
barras ao redor dos pontos correspondem aos intervalos de confianga. A)
nitazoxanida e anfotericina B; B) nitazoxanida e Glucantime™; C)
nitazoxanida e miltefosina; D) nitazoxanida e sitamaquina.
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Figura 22: Isobolograma gerado com base nos valores de CIF da
associacdo de nitazoxanida e farmacos padrdes em amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum. A) nitazoxanida e anfotericina B; B)
nitazoxanida e Glucantime®; C) nitazoxanida e miltefosina; D) nitazoxanida e
sitamaquina. Os pontos correspondentes as CIF das associagcdes foram
ligados por uma linha de tendéncia que se situou no intervalo entre 0,5 e 4, 0
gual foi identificado pelas linhas pontilhadas.
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Figura 22 (continuacao): Isobolograma gerado com base nos valores de
CIF da associacdo de nitazoxanida e farmacos padres em amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum. A) nitazoxanida e anfotericina B; B)
nitazoxanida e Glucantime®; C) nitazoxanida e miltefosina; D) nitazoxanida e
sitamaquina. Os pontos correspondentes as CIF das associa¢des foram
ligados por uma linha de tendéncia que se situou no intervalo entre 0,5 e 4, 0
gual foi identificado pelas linhas pontilhadas.
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5. Discusséao

Doencgas negligenciadas como a leishmaniose continuam a afetar
milhdes de pessoas, gerando sérios problemas para a saude publica.
Considerando ainda que a doenca nao dispde de tratamento seguro e eficaz,
a pesquisa por novos farmacos mais seletivos e acessiveis ao sistema
publico de saude mostra-se inadiavel. Desta forma, a busca por novos usos
para os farmacos ja disponiveis na clinica de outras doencas, estratégia esta
conhecida como reposicionamento de farmacos (drug repurposing), vem
sendo uma abordagem amplamente utilizada para reduzir o tempo e o custo
da pesquisa (Ekins et al., 2011). Considerando também a escassez de
novas moléculas no mercado, em funcéo da crise da industria farmacéutica
nos ultimos anos, o reposicionamento também vem sendo utilizado pela
industria, possibilitando a extensdo de patentes a um custo reduzido (Ekins
et al., 2011).

No presente trabalho, realizou-se a triagem anti-Leishmania de
oito farmacos nitrogenados, pertencentes a diferentes classes terapéuticas:
i) anti-psicético (quetiapina); ii) anti-histaminicos (loratadina, hidroxizina); iii)
anti-helmintico  (nitazoxanida), antifungicos (bifonazol, clotrimazol e
econazol) e iv) ansiolitico (cloxazolam). Todos os farmacos testados
apresentaram de forma inédita atividade contra formas promastigotas de L.
(L.) infantum, porém ndo demonstraram maior eficacia quando comparado
aos farmacos padrdes. Considerando que as formas amastigotas
intracelulares sao mais relevantes do ponto de vista clinico, e principalmente
mais importantes para teste de novos farmacos, por se tratar de uma forma
encontrada no hospedeiro vertebrado, os estudos foram conduzidos
posteriormente em macréfagos infectados com amastigotas de L. (L.)
infantum. Nossos estudos demonstraram que dentre 0s o0ito compostos
testados, apenas a nitazoxanida e o econazol apresentaram atividade

contra formas amastigotas intracelulares.
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A nitazoxanida é um derivado nitrotiazélico, aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) em 2002 para o tratamento de diarréia
infecciosa causada por Cryptosporidium parvum e Giardia lamblia (Keeffe,
2009). No presente estudo, a atividade deste composto foi avaliada contra o
agente etiolégico da LV americana, L. (L.) infantum. As formas
promastigotas de L. (L.) infantum apresentaram suscetibilidade a
nitazoxanida. Apesar da toxicidade para células de mamiferos, a
nitazoxanida eliminou as formas amastigotas intracelulares com eficacia
similar a miltefosina (farmaco padrdo) e foi cerca de 3,3 vezes mais eficaz
que o Glucantime®. A nitazoxanida vem sendo também investigada contra L.
(L.) donovani. Nosso trabalho corrobora a atividade in vitro anti-Leishmania
da nitazoxanida, com valores de CEsp similares em promastigotas de L.
donovani (Zhang et al., 2010). Este farmaco tem sido considerado um
candidato promissor para leishmaniose. Zhang e colaboradores (2010),
demonstraram que a nitazoxanida oral a 200 mg/kg reduziu cerca de 85% a
carga parasitaria de L. (L.) donovani em modelo murino. Novos derivados
sintéticos também tém sido explorados, demonstrando que a nitazoxanida
pode ser um interessante protétipo para o desenho e sintese de compostos
mais seletivos (Navarrete-Vazquez et al, 2011).

Nossos dados descrevem pela primeira vez a atividade anti-
Leishmania de um farmaco antipsicético (quetiapina), assim como de
farmacos anti-histaminicos (hidroxizina e loratadina). Estes trés farmacos
partiilham uma mesma caracteristica: sdo antagonistas de receptor H1 de
histamina. Caracteristicas comuns também se mostram presentes para 0s
farmacos quetiapina e hidroxizina, como a a¢do depressora no sistema
nervoso central e a presenca do anel piperazinico. O anel piperazinico
consiste em uma estrutura de seis atomos, contendo dois atomos de
nitrogénio em posi¢des opostas no anel e vem sendo bastante explorado
como um protétipo promissor para a sintese de novos compostos anti-
Leishmania (Mayence et al., 2004; Foroumadi et al., 2005; Nguewa et al.,
2005; Huang et al., 2006; Gnoatto et al., 2008; Behrouzi-Fardmoghadam et

al., 2008; Poorrajab et al.,, 2009). Além disso, a piperazina € a base de
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muitos compostos anti-helminticos, relatados desde a década de 50
(McGaughey, 1950; Dunn, 1955). Estudos realizados por nosso grupo
demonstraram atividade anti-Leishmania contra formas promastigotas e
amastigotas do blogueador de canal de calcio lidoflazina, um derivado
piperazinico (Reimdo, 2011). Apesar das diferencas quimicas entre a
quetiapina e a hidroxizina, a presenca do anel piperazinico pode ter sido um
fator que contribuiu para a atividade anti-Leishmania observada em nossos
estudos. Apesar de macréfagos expressarem receptores para os farmacos
testados (receptores H1 de histamina) (Triggiani et al., 2007), os farmacos
ndo eliminaram os amastigotas nos macrofagos, fator este que pode estar
relacionado a maior resisténcia do parasita na forma amastigota devido as
diferencas no metabolismo quando comparado a forma extracelular.

Anti-histaminicos antagonistas de receptores H1 sdo farmacos
que se ligam seletivamente a receptores H1 de histamina, sem ativa-los,
bloqueando assim, sua acdo enddgena. Tém acdo nos brdnquios, vasos
capilares e alguns outros musculos lisos (Del Cuvillo et al., 2009). Nossos
estudos, ainda que preliminares em relagdo ao numero de farmacos
testados demonstram pela primeira vez na literatura que farmacos com
atividade anti-histaminica apresentam acéo contra os promastigotas de L.
(L.) infantum.

Apesar de nado ter apresentado atividade contra formas
amastigotas, a loratadina foi estudada em nosso trabalho como uma
possivel ferramenta para a descoberta de novos alvos terapéuticos na
Leishmania. A loratadina € um farmaco da classe dos anti-histaminicos de
nova geracao, um antagonista de receptor H1 de histamina que nédo atua no
sistema nervoso central nem cardiovascular (Papi et al., 2001). Nossos
dados obtidos com o fluoréforo SYTOX® Green, demonstraram que a
loratadina alterou rapidamente (20 minutos) a permeabilidade da membrana
plasmatica dos promastigotas, permitindo o influxo da sonda de forma
continua e tempo-dependente, sugerindo uma possivel formacdo de poro na
membrana. Com o objetivo de investigar esta possibilidade, parasitas

tratados com loratadina foram analisados por microscopia eletrbnica de
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transmissdo. Os dados da microscopia corroboram aqueles obtidos com
SYTOX® Green, onde pudemos constatar a presenca de VArios poros na
membrana plasmatica apdés 1 hora de incubacédo, além de intensos danos
ultraestruturais que levaram ao descolamento da bicamada da membrana
plasmatica e morte do parasita apos até 6 horas de incubagédo. Os dados
obtidos com o Mitotracker Red e H,DCF-DA demonstraram que apoés 60
minutos de incubacéo, a loratadina induziu a despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial, porém sem alterar a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS). A rapida despolarizacdo pode estar relacionada aos
danos na homeostasia da célula, visto que a presenca de poros poderia ter
induzido um rapido extravazamento de ions. Além disso, devido a rapida
morte celular, corroborada pelos severos danos ultraestruturais, ndo se
verificou aumento na producdo de ROS. Com isso, sugere-se que a
loratadina deva ter afinidade pela membrana do parasita, perfurando a
membrana e matando o parasita em curto periodo de tempo. Dados da
literatura demonstram que a anfotericina B também induz a formacédo de
poros na membrana de Leishmania, matando o parasita por extravazamento
de ions (Ramos et al., 1996). Estes dados sugerem ainda que a loratadina
pode ser utilizada como protétipo para o desenho de farmacos anti-
Leishmania.

Dentre os farmacos ativos contra formas amastigotas, destaca-se
pela primeira vez na literatura o econazol, com efetividade in vitro
comparavel a miltefosina e ao Glucantime em nosso modelo. O econazol é
um medicamento antifingico relacionado aos azbis como fluconazol,
cetoconazol, itraconazol e clotrimazol, os quais atuam inibindo a enzima 14-
a demetilase, inibindo a sintese da membrana plasmatica e causando
aumento da permeabilidade celular em células fungicas (Gamberucci et al.,
1998). Apesar do clotrimazol, bifonazol e econazol apresentarem o anel
imidazolico, apenas o econazol foi capaz de eliminar as formas amastigotas
no interior de macréfagos. O anel imidazélico é considerado um alcaléide,
sendo uma estrutura composta por cinco atomos: trés atomos de carbono e

dois atomos de nitrogénio adjacentes (Walba, 1961). E também uma
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estrutura presente na histamina, e suas similaridades permitem que
anticorpos monoclonais possam se ligar a ambas estruturas (Morel et al.,
1990). Considerando que os imidazois (triazbis) sdo compostos ativos
contra Leishmania (Berman, 2003; Rybniker et al., 2010), e sabendo-se da
atividade anti-Leishmania da nitazoxanida que também apresenta o anel
imidazolico (tiazol), estes dados fortalecem nossas sugestdes anteriores
sobre um possivel “receptor de histamina-like” em Leishmania, que poderia
ser explorado como alvo em futuros estudos farmacolégicos. Nossos
estudos sugerem ainda que tanto o econazol, como o clotrimazol e bifonazol
podem ser estruturas protétipas que poderiam ser utilizadas para o desenho
de novos farmacos anti-Leishmania.

Dentre os compostos menos ativos, destaca-se o cloxazolam, um
derivado benzodiazepinico clorado que apresentou atividade somente para
as formas promastigotas de L. (L.) infantum em nossos ensaios. Apesar
disso, compostos benzodiazepinicos vém se destacando como prototipos
para o desenho de novos agentes anti-Leishmania, demonstrando inclusive
atividade contra formas amastigotas (Clark et al, 2007).

Considerando a relacdo estrutura quimica-atividade biologica,
nota-se a presenca marcante do &tomo do nitrogénio em todos os farmacos
testados neste trabalho, estando este sempre presente em anéis de cinco
(nitazoxanida, econazol, clotrimazol, bifonazol), seis (hidroxizina, quetiapina
e loratadina) ou sete (cloxazolam) atomos. Este dado sugere que a presenca
de nitrogénio nos anéis pode estar relacionada a atividade anti-Leishmania
observada, visto que estes compostos mataram 100% dos promastigotas
nas maiores concentracdes testadas. Este fato pode ter relacdo com a
necessidade de captacdo de heme pelo parasita, um composto organico
altamente nitrogenado, conhecido como grupo prostético (co-fator de
enzimas) que consiste em uma estrutura complexa constituida por Fe?* no
interior e ligada a quatro anéis pirrol (derivados imidazolicos) e contendo
quatro atomos de nitrogénio (Rae e Goff, 1998). Dados da literatura
demonstram que compostos sintéticos altamente nitrogenados vém sendo

estudados como protétipos de farmacos anti-Leishmania, explorando a
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necessidade do grupo heme do parasita (Kelly et al., 2003). Uma abordagem
racional na busca de novos antiparasitarios é busca por diferencas
bioquimicas entre o parasita e seu hospedeiro mamifero. Um exemplo
especifico, no caso de Leishmania refere-se a biossintese do heme, um
grupo prostético critico para proteinas envolvidas no metabolismo e
transporte de elétrons. Como todos os Tripanosomatideos, parasitas do
género Leishmania requerem heme ou porfirinas pré-formados para a
sobrevivéncia porque faltam varias enzimas chave na via biossintética do
heme (Kelly et al., 2003). Com base em nossos estudos e em dados da
literatura, os compostos nitrogenados na forma de anéis imidazoélicos podem
constituir protétipos para o desenho de novos farmacos, assim como para a
escolha de farmacos a serem testados contra Leishmania, utilizando a
estratégia de reposicionamento.

Levando em conta a necessidade de novos alvos bioguimicos em
Leishmania, a pesquisa por farmacos que afetam o metabolismo
mitocondrial poderia ser uma interessante estratégia para busca de novos
compostos terapéuticos contra protozoarios. Sabendo-se que a sobrevida da
Leishmania depende do adequado funcionamento da mitocondria e,
especialmente neste protozodrio onde esta estrutura se apresenta como
uma Unica organela, farmacos que afetam a mitocdndria poderiam explorar a
capacidade reduzida de compensacdo de uma mitocdndria danificada.
Considerando a efetividade da nitazoxanida, a sua acéo letal foi investigada
em L. (L.) infantum. Inicialmente os efeitos potenciais da nitazoxanida foram
verificados na membrana plasmatica do parasita. Utilizando-se a sonda
fluorescente SYTOX® Green, foi possivel verificar que a nitazoxanida n&o
altera a permeabilidade da membrana plasmatica, uma vez que houve
penetracdo da sonda em tempos de incubacdo inferiores a 60 minutos.
Porém, por meio do ensaio colorimétrico com metil-tetrazélio (MTT), foi
possivel observar a auséncia de atividade de desidrogenases mitocondriais
nos promastigota apdés 24 horas de incubacédo (dados ndo mostrados),

sugerindo assim, um efeito leishmanicida do farmaco. A reducdo do
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substrato MTT para a formazana insoluvel, tem sido considerado um
marcador de viabilidade celular (Tada et al., 1986).

O estudo do mecanismo de acdo de farmacos pode fornecer
informacdes importantes sobre novos alvos bioquimicos. O potencial de
membrana mitocondrial € essencial para manter a funcéo fisiologica da
cadeia respiratoria gerando ATP e, na auséncia de propriedades funcionais
da mitocondria, as células podem cessar a sintese de ATP levando a morte
celular (Monteiro et al.,, 2003). Nossos dados demonstram que a
nitazoxanida induziu uma despolarizagéo significativa (p<0,05) do potencial
de membrana mitocondrial de L. (L.) infatum, reduzindo os niveis de
fluorescéncia da sonda Mitotracker® Red para niveis ndo detectaveis.
Considerando-se que uma perda significativa de potencial de membrana
mitocondrial resulta em queda de energia e morte celular (Joshi e Bakowska,
2011), nossos dados sugerem que a nitazoxanida afeta mitocondrias da
Leishmania, contribuindo para a morte do parasita. Hoffman e colaboradores
(2007) demonstraram que a nitazoxanida bloqueia a oxidacdo de piruvato,
através da inibicdo da reacdo de transferéncia de elétrons dependente da
enzima piruvato-ferredoxina oxiredutase (PFOR) em Trichomonas vaginalis,
Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Clostridium difficile, Clostridium
perfringens, H. pylori e Campylobacter jejuni. Considerando que a oxidacao
do piruvato, durante a glicélise é essencial para gerar acetil-CoA e, por
consequéncia a geracdo de ATP, poderiamos sugerir que a hitazoxanida
afeta a producdo de energia na Leishmania, porém, futuros ensaios devem
ser realizados para confirmar esta hipétese.

O potencial de membrana mitocondrial revela a transferéncia de
de ions hidrogénio pela membrana interna durante o processo de transporte
de elétrons e fosforilacdo oxidativa. Sob condic¢des fisiologicas, a fosforilacéo
oxidativa libera entre 3 a 5% de espécies reativas de oxigénio (ROS) sobre o
total de oxigénio consumido (Boonstra e Post, 2004). Os nossos dados
mostraram que nitazoxanida induziu um rapido aumento da regulacdo de
ROS em Leishmania, resultando em uma fluorescéncia 36 vezes mais

elevada do que o controle positivo com oligomicina. Tem sido verificado que
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os farmacos que inibem a fosforilagdo oxidativa aumentam rapidamente a
produgdo de ROS (Mattiazzi et al., 2004). As ROS sao importantes
moléculas sinalizadoras, e sua acumulacdo em condi¢cOes patoldgicas leva
ao estresse oxidativo. Além disso, tem-se considerado que uma das causas
da geracdo de ROS mitocondrial € uma disfuncdo da cadeia respiratoria
mitocondrial (Mehta e Shaha, 2004). Com base nos nossos estudos ultra-
estruturais, a nitazoxanida induziu um forte dano mitocondrial, caracterizado
por inchaco da mitocondria. Este fato foi verificado no mesmo momento em
gue se observou a despolarizacao do potencial de membrana mitocondrial e
0 aumento de ROS no parasita. Em vista do intenso inchago mitocondrial
induzido pela nitazoxanida na Leishmania (estudos ultra-estruturais), a
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial e ao aumento na
producdo de ROS, sugerimos que a acao letal deste farmaco em Leishmania
esteja relacionada ao estresse oxidativo, contribuindo para a morte celular.
Além disso, nossos dados sugerem que a mitocdndria da Leishmania possa
ser alvo potencial do farmaco nitazoxanida, porém, ensaios futuros devem
ainda confirmar esta hipotese.

Na busca por marcadores de apoptose, observou-se por
citometria de fluxo que promastigotas de Leishmania tratados com
nitazoxanida apresentaram um aumento na exteriorizacdo de
fosfatidilserina na membrana plasmatica. Esta deteccdo mostrou-se tempo-
dependente e pbde ser realizada por meio da ligagdo de anexina V marcada
com fluoresceina, por se tratar de uma proteina com alta afinidade pela
fosfatidilserina (Weingartner et al., 2012). A externalizacéo de fosfatidilserina
pdde ser detectada logo apds 12 horas de tratamento, culminando em mais
de 97% de células marcadas com anexina V apés 24 horas. A marcacao
simultanea de iodedo de propidio sugere a presenca de células em estagio
final de apoptose (Rieger et al., 2011). Estes dados demonstram que a
nitazoxanida induz a permeabilizagcdo da membrana plasméatica apenas apdés
periodos longos de incubacédo (>12h), permitindo a entrada e ligacdo do
fluoroforo ao DNA. O farmaco miltefosina foi utilizado como controle positivo

do ensaio, visando a externalizacdo de fosfatidilserina e apds 24 horas de
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incubacdo, observou-se que 99,4% das células estavam marcadas
simultaneamente para anexina V e iodedo de propidio, corroborando os
dados da literatura (Marinho et al., 2011; Khademvatan et al., 2011). A
marcacdo de promastigotas por ambos fluoroforos (6,58%) também foi
confirmada no grupo controle (ndo tratado), demonstrando que
promastigotas provenientes de uma cultura em fase estacionaria de
crescimento expde fosfatidilserina em sua superficie. Estes dados
corroboram os dados descritos por Lee e colaboradores (2002), os quais
demonstraram que promastigotas de Leishmania em fase estacionaria
apresentam um aumento da exposicdo de fosfatidilserina, resultando em
uma morte celular programada (apoptosis-like).

A morte celular programada tem sido descrita em protistas
unicelulares, incluindo Plasmodium, Trypanosoma e Leishmania (Jiménez-
Ruiz et al., 2010). Além disso, este processo em protistas partilha algumas
caracteristicas morfolégicas com a apoptose de organismos multicelulares,
incluindo condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA nuclear,
encolhimento da célula, perda de potencial de membrana mitocondrial,
formacdo de corpos apoptéticos e a externalizacdo de fosfatidilserina
(Kaczanowski et al, 2011). Além disso, mitocéndrias sdo o principal alvo de
lesBes apds estresse celular, levando a morte celular programada e necrose.
Estes eventos sdo ainda acompanhados pela perda do potencial de
membrana mitocondrial, sendo este considerado um evento pré-apoptético
(Jiménez-Ruiz et al., 2010). Em nossas andlises foi possivel observar que a
nitazoxanida induziu em Leishmania: i) despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial; ii) aumento da producédo de ROS; iii) aumento da
exposicao de fosfatidilserina; iv) inchagco da mitocondria; v) condensacéo da
cromatina; vi), formagdo de vesiculas na membrana plasmatica, vii)
formacdo de vacuolos e, viii) picnosis. Desta forma, ainda que néo
possamos confirmar a morte celular programada, nossos dados demonstram
a presenca de marcadores deste processo em Leishmania tratada com
nitazoxanida. Porém, estudos adicionais deverdo ser realizados para

confirmar esta observacao.
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A manipulacdo das vias de morte celular em Leishmania pode
oferecer um novo caminho para o controle da doenca. Considerando que a
mitocondria em Leishmania € uma organela Unica, e quando comparada as
numerosas mitocondrias presentes em células de mamiferos, constata-se
que seu funcionamento apropriado € vital para o parasita (Kaczanowski,
2011). Desta forma, poderiamos sugerir que compostos que tém como alvo
esta organela, seriam bastante Uteis para o desenho de farmacos mais
seletivos.

A nitazoxanida compartilha algumas semelhancgas estruturais com
o pirofosfato de tiamina (TPP) e exibe um espectro de atividade semelhante
ao metronidazol e compostos nitrofuranos (Pankuch e Appelbaum, 2006).
Apesar do largo espectro e ampla gama de atividade antiparasitaria, pouco
se sabe sobre o(s) mecanismo(s) de acdo(des) da nitazoxanida (Hoffman et
al., 2007). Sabe-se que este farmaco nao produz danos no DNA de H. pylori
e nao existe resisténcia cruzada com metronidazol, jA& que cepas
metronidazol-resistentes de T. vaginalis e H. pylori permanecem vulneraveis
a nitazoxanida. Além disso, resisténcia a nitazoxanida ndo foi observada
clinicamente ou gerada por métodos in vitro geralmente usados para isolar
mutantes de H. pylori (Hoffman et al., 2007).

No estudo realizado por Zhang e colaboradores (2010), a
atividade anti-Leishmania in vitro da nitazoxanida foi avaliada pela incubacéo
com promastigotas de L. (L.) donovani, indicando que este composto pode
afetar a ultraestrutura do parasita e eficazmente inibir seu crescimento. A
eficacia terapéutica de nitazoxanida foi verificada em camundongos
infectados com L. (L.) donovani onde se observou uma reducao significativa
da carga parasitaria no baco e no figado nos animais tratados por via oral.
Os dados obtidos no presente trabalho corroboram os achados anteriores a
respeito da atividade anti-Leishmania (Chan-Bacab et al. 2009; Navarrete-
Vazquez et al.,, 2011) e confirmam que a nitazoxanida é um promissor
candidato a medicamento para LV.

Diante do exposto, avaliou-se o efeito da associacdo de

nitazoxanida e os farmacos padroes em amastigotas intracelulares de L. (L.)
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infantum. A associacdo de farmacos traz beneficios relevantes na
terapéutica de diversas doencas e possui muitas vantagens diante da
monoterapia (Speich et al., 2012). Especialmente para o tratamento da LV, a
terapia combinada tem sido preconizada visando aumentar a eficacia e a
tolerancia do tratamento, reduzir sua duracdo e seus custos e limitar o
aparecimento de resisténcia (van Griensven e al., 2010).

A eficacia da associacdo de nitazoxanida com azitromicina e
rifabutina em culturas de C. parvum foi comparada com a eficicia de cada
farmaco administrado separadamente. Os resultados indicaram que a
associacao foi mais eficaz conta o protozoério, sugerindo um efeito aditivo
entre os farmacos (Giacometti et al., 2000). Devido a resisténcia aos regimes
de tratamento e as taxas de cura insatisfatorias, o estudo realizado por Basu
e colaboradores (2011) avaliou a associagdo de quatro farmacos
(nitazoxanida, levofloxacina, omeprazol e doxiciclina) no tratamento de H.
pylori. Este estudo demonstrou que o0 regime de associagdo com
nitazoxanida foi altamente efetivo e sugeriu um estudo em maior escala para
confirmar a eficacia deste regime.

Para entendermos a natureza da interacdo entre nitazoxanida e
os farmacos em estudo, € necessaria a compreensao do mecanismo de
acao de cada farmaco isolado. No entanto, o mecanismo de acao da maioria
dos compostos testados permanece desconhecido. Diante disso, buscou-se
no presente estudo a investigacao dos possiveis mecanismos de acdo, com
especial énfase na nitazoxanida, a qual foi eleita para os ensaios de
associacao. Tal escolha baseou-se no fato de que este composto apresenta
seguranca clinica bem estabelecida, eficicia clinica contra outras doencas
parasitarias (Keeffe, 2009) e relatos de atividade in vivo contra L. (L.)
donovani (Zhang et al., 2010).

Na literatura podem-se encontrar alguns indicios sobre o
mecanismo de acdo dos farmacos padrdes testados. Foi descrito que a
anfotericina B leva a formacao de poros na membrana plasmatica, devido a
ligagdo ao ergosterol. Este efeito induz a perda de ions e dano oxidativo,

com consequente morte celular (Mesa-Arango et al., 2012). O antiménio
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pentavalente interfere no processo de B-oxidacdo de acidos graxos e
glicolise do parasita, levando a deplecdo dos niveis de ATP (Rath et al.,
2003). A miltefosina atua na modulacao de receptores de superficie celular,
interferindo no metabolismo de inositol e fosfolipase, transducéo de sinal e
homeostase de Ca?', resultando em apoptose (Croft e Coombs, 2003;
Mishra et al., 2007; Pandey et al., 2009). O mecanismo de acao da
sitamaquina, por sua vez, envolve a inibicdo do complexo Il da cadeia
respiratoria, que aciona o stress oxidativo e induz apoptose em Leishmania
(Carvalho et al., 2011). N6s presumimos que o efeito aditivo observado entre
nitazoxanida e anfotericina B, Glucantime®, miltefosina e sitamaquina pode
ser uma consequéncia do efeito inibitério acumulativo em vias metabdlicas
diferentes e essenciais do parasita.

O uso da politerapia pressupde que dois farmacos com diferentes
mecanismos de agdo podem proporcionar melhor resposta do que quando
apresentam mecanismos semelhantes. A associacdo entre metformina e
glimepirida, por exemplo, usada no tratamento de diabetes do tipo 2, tem
mostrado resultados promissores devido a diferenca e complementaridade
entre os mecanismos de acao destes farmacos (Zhao et al., 2011).

Em um paciente sob monoterapia, quando um segundo
medicamento € adicionado, existem trés possibilidades: os efeitos clinicos
podem ser simplesmente a soma do efeito de cada farmaco isoladamente
(aditivo), o efeito da adicdo do segundo farmaco pode ultrapassar o efeito
individual de cada farmaco isoladamente (sinérgico), ou o efeito dos dois
farmacos em conjunto pode ser menor do que o efeito de cada farmaco
isoladamente (antagdnicos). Da mesma forma, os efeitos adversos ou
toxicidade da associacdo podem ser aditivos, sinérgicos ou antagdnicos. No
que diz respeito a eficacia clinica, sinergia (ou, pelo menos, aditividade) é
desejavel, enquanto que do ponto de vista dos efeitos adversos, o
antagonismo € preferivel. Finalmente, em longo prazo, a farmacodinamica
dos compostos, assim como a influéncia de fatores relacionados a

farmacogendmica também devem ser considerados (Stafstrom, 2010).
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O objetivo da terapia da leishmaniose é alcancar a meta
ambiciosa de “eliminar o parasita” ou pelo menos reduzir a carga parasitaria.
Para fins praticos, seria aceitavel utilizar uma combinacdo de farmacos que
exiba efeitos intermediarios, tais como dois farmacos que sdo aditivos no
que diz respeito ao seu efeito clinico, mas que exiba antagonismo de seus
efeitos colaterais, ou que os dois farmacos sejam sinérgicos clinicamente,
mas seus efeitos colaterais sejam apenas aditivos.

Nés observamos que as associacdes testadas foram capazes de
inibir o crescimento de amastigotas de L. (L.) infantum em concentracdes
que nado foram toxicas aos macréfagos. Com base nos resultados obtidos,
acreditamos que a associacdo de nitazoxanida e os farmacos usados na
terapia da leishmaniose poderiam colaborar para o encontro de novas
alternativas para o tratamento da LV. Além disso, seria util explorar o efeito
de associa¢cBes de nitazoxanida com outros farmacos com atividade anti-
Leishmania, como por exemplo, a paromomicina e os compostos azolicos.

Nossos resultados indicaram que todas as interacfes foram
indiferentes ou aditivas de acordo com a classificacdo proposta por Odds
(2003). Segundo este autor, a experimentacdo em interagdes
medicamentosas pode levar a conclusdes opostas por diferentes
metodologias, conforme também relatado por Lewis e colaboradores (2002).
Assim como todos os métodos disponiveis para o estudo de interacdes in
vitro, os valores de CIF também sdo passiveis a erros devido a
reprodutibilidade. Por esta razdo, a andlise destes dados requer certo
cuidado. Se considerarmos “sinérgica” ou “antagbnica” uma associagao cujo
CIF é menor ou maior que “1”, respectivamente, entado os valores de CIF que
forem ligeiramente acima ou abaixo do corte tedrico de “1” parecem colocar
um ponto positivo na constatagdo de que, dentro dos limites de erro
experimental, estes valores poderiam indicar apenas "néo interacao" entre
0s agentes. Portanto, adotou-se uma classificacdo mais conservadora para
os valores de CIF, onde se restringe a interpretagdes de "sinergia" (CIF <
0,5), “antagonismo" (CIF > 4,0) e "interacao indiferente” (CIF > 0,5 - 4,0).
Desta forma, os resultados e as interpretacdes da CIF sdo mais facilmente
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reprodutiveis, pois se encontram dentro de uma faixa que assegura que
erros experimentais ndo conduzam a falsas conclusoées.

Conforme discutido por Seifert e colaboradores (2011), os ensaios
in vitro sdo capazes de medir a atividade antiparasitaria direta das
associa¢cfes, mas ignoram fatores farmacocinéticos e farmacodindmicos e,
portanto, nem sempre sdo preditivos de interacdes in vivo. Além disso, ndo é
possivel avaliar os possiveis efeitos adversos da terapia associada. Neste
contexto, por exemplo, a associacdo de nitazoxanida e pentamidina néo
parece clinicamente viavel devido a toxicidade da pentamidina, que limita
seu uso clinico mesmo como monoterapia (Seifert et al., 2011). Contudo, o
conhecimento da natureza das interacdes de farmacos pode fornecer pistas
para auxiliar a descoberta de novas terapias, justificando os estudos in vitro,
com vistas a identificacdo de interacdes sinérgicas em nivel celular. Com
base nos dados obtidos das associacBes no presente trabalho, o proximo
passo seria a avaliacdo das interacdes in vivo. Nossos resultados indicam
gue tais associacdes sdo promissoras e poderiam ser avaliadas em modelos
animais, ja que ndo se observou antagonismo em nenhum dos pares de

farmacos estudados.
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6. Conclusoes

Com base nos dados apresentados neste trabalho, concluiu-se

que:

1- Os farmacos estudados apresentaram atividade contra formas
promastigotas de L. (L.) infantum e somente nitazoxanida e econazol
apresentaram atividade em amastigotas intracelulares.

2- A acédo letal da loratadina em Leishmania envolve a alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica, levando a formacdo de poros e
consequente morte celular.

3- A acéo letal da nitazoxanida em Leishmania sugere que o farmaco
tenha como alvo a mitocondria, considerando a despolarizagéo do potencial
de membrana mitocondrial e aumento da producéo de espécies reativas de
oxigénio, resultando em estresse oxidativo e morte celular. Além disso, a
presenca de marcadores especificos sugere que o farmaco possa induzir a
morte celular programada (apoptosis-like).

4- Os estudos por microscopia eletronica de transmissdo de
promastigotas de L. (L.) infantum tratados com nitazoxanida e loratadina
demonstram significativas alteragbes ultraestruturais e corroboraram o0s
resultados obtidos nos ensaios fluorimétricos.

5- As associacbes entre nitazoxanida e o0s farmacos padrdes
apresentaram interacao indiferente/aditiva, indicando que estas associacdes
poderiam ser avaliadas em modelos animais, jA que ndo se observou
antagonismo em nenhum dos pares de farmacos estudados.

6- Os valores de ) CIF obtidos a partir da associa¢do de nitazoxanida e
anfotericina B na propor¢cdo 1:4 (v/v), assim como de nitazoxanida e
Glucantime® na proporcéo 2:3 (v/v) foram préximos do valor considerado

como sinergismo.
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