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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca tropical causada por protozoarios do género
Leishmania que afeta 12 milhGes de pessoas em 98 paises. Seu tratamento
conta com um restrito arsenal terapéutico e exige a administracdo de
farmacos toxicos por longos periodos. Na busca por novas terapias, o
reposicionamento de farmacos e a associacdo terapéutica tém sido
aplicados com sucesso para doencas negligenciadas. O presente estudo
teve como objetivo a avaliag&o in vitro, ex vivo e in vivo do potencial anti-
Leishmania (Leishmania) amazonensis dos farmacos amitriptilina, econazol,
sertralina e triclosan, bem como o estudo de associa¢des terapéuticas in
vitro e/ou ex vivo e mecanismo de acgédo in vitro dos farmacos amitriptilina e
triclosan. Os resultados demonstraram que todos os farmacos estudados
apresentaram atividade contra formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. (L.) amazonensis, com valores de Concentracdo Efetiva
50% que variam de 1,50 a 51,48 uM. Os resultados obtidos a partir das
associacfes entre os farmacos estudados e farmacos padrdes foram
classificados como aditivos ou indiferentes. Por meio da investigacdo do
mecanismo de acao leishmanicida, foi possivel concluir que a mitocondria é
uma organela alvo do farmaco amitriptilina, enquanto que o farmaco triclosan
induz danos a membrana plasmatica parasitaria. Quando tratados com
econazol por via oral (10 mg/kg/dia por 28 dias consecutivos) ou triclosan
por via topica (creme 1% por 14 dias consecutivos), houve uma reducao de
75 a 89% da carga parasitaria dos camundongos infectados com L. (L.)
amazonensis. Os resultados obtidos contribuem para a investigacdo de
novas alternativas para o tratamento da leishmaniose cutdnea e sugerem
que novos estudos utilizando associacdo ou coadministracdo desses
farmacos com farmacos padrdes podem ser promissores em modelos

animais.

Palavras-chave: leishmaniose cutanea, reposicionamento de

medicamentos, terapia combinada, Leishmania, camundongos.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a tropical disease caused by protozoa of the genus
Leishmania that affects 12 million people in 98 countries. There is a limited
therapeutic arsenal and the treatment requires the administration of toxic
drugs for long periods. In the search for new therapies, the drug repositioning
and therapeutic association have been successfully applied to neglected
diseases. The aim of the present study was to evaluate in vitro, ex vivo and
in vivo anti-Leishmania (Leishmania) amazonensis potential of the drugs
amitriptyline, econazole, sertraline and triclosan, as well as the study of in
vitro and / or ex vivo therapeutic associations and mechanism of action of the
drugs amitriptyline and triclosan. The results showed that all studied drugs
have activity against L. (L.) amazonensis promastigotes and intracellular
amastigotes, with 50% Effective Concentration values ranging from 1.50 to
51.48 uM. The results obtained from the combination between the studied
drugs and standard drugs were classified as additives or indifferent. Through
the investigation of the leishmanicial mechanism of action, it was possible to
conclude that the mitochondria is a target organelle of the drug amitriptyline,
whereas the drug triclosan induces damage to the parasitic plasma
membrane. When treated with oral econazole (10 mg/kg/day for 28
consecutive days) or triclosan topically (1% cream for 14 consecutive days),
there was a 75 - 89% reduction in the parasite load of the mice infected with
L. (L.) amazonensis. The results obtained contribute to the investigation of
new alternatives for the treatment of cutaneous leishmaniasis and suggest
that new studies using association or coadministration of these drugs with
standard drugs may be promising in animal models.

Keywords: cutaneous leishmaniasis, drug repositioning, combination

therapy, Leishmania, mice.
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1. Introducéo

7

A leishmaniose € classificada como uma doenga tropical
negligenciada que acompanha a humanidade desde os tempos mais antigos
(PAHO, 2017). E endémica em 98 paises e cerca de 350 milhdes de
pessoas estdo em situacdo de risco de adquirir a infeccdo (Stockdale e
Newton, 2013).

As manifestacdes clinicas da leishmaniose variam desde Ulceras
localizadas na pele a uma doenca sistémica letal, e esta associada a
pobreza, desnutricdo, deficiéncia imune, deslocamento populacional e
mudancas ambientais e climaticas (Alves et al., 2013, WHO, 2017).

A leishmaniose visceral é a forma mais grave da doenca e leva a
morte quase invariavelmente, se nao for tratada. JA4 a leishmaniose
tegumentar pode ser categorizada como localizada, mucocutanea, difusa e
disseminada, sendo que a forma localizada pode evoluir para cura
espontaneamente, ap0s uma progressao crbnica, porém, todas as outras
formas sdo severas, mutilam e respondem mal as opcles terapéuticas
disponiveis (Uliana et al., 2017). No Velho Mundo, a leishmaniose cutanea
tende a curar espontaneamente, mas as formas do Novo Mundo geralmente

exigem tratamento sistémico (Zulfigar et al., 2017).

1.1 Leishmaniose tegumentar

A leishmaniose tegumentar é considerada pela Organizacdo Mundial
da Saude uma das seis mais importantes doengas infecciosas (MS, 2017). A
forma mais comum delas € a leishmaniose cutdnea, com 0,7 a 1,3 milhdes
de novos casos por ano em todo o mundo (Steverding, 2017).

A leishmaniose cutanea é endémica em mais de 70 paises em todo o
mundo e a maioria dos casos ocorrem no Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colémbia, Republica Islamica do Ird, Paquistédo, Peru, Arabia Saudita e Siria
(Figura 1) (Reithinger et al., 2007; WHO, 2017).
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Figura 1: Distribuicdo geogréfica da endemicidade da leishmaniose cutanea

em 2015.
Fonte: WHO, 2017 (modificado).

Além de alta incidéncia e ampla distribuicdo geografica, sua
importancia também se deve a possibilidade de assumir formas que podem
determinar lesdes destrutivas, desfigurantes e incapacitantes, com grande
repercussao no campo psicossocial do individuo (Gontijo e Carvalho, 2003).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar € uma das afeccOes
dermatolégicas que merece mais atencdo devido a sua magnitude, pois
apresenta ampla distribuicdo no territério nacional, com registro de casos em
todas as regides brasileiras. A partir da década de 1980 (Figura 2), nota-se
0 aumento no numero de casos registrados, variando de 3.000 (1980) a
35.748 (1995). No periodo de 1995 a 2014, verifica-se uma média anual de
25.763 novos casos (MS, 2017).
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Figura 2: Casos confirmados de leishmaniose tegumentar no Brasil no

periodo de 1980 a 2014.
Fonte: MS, 2017.

No Brasil, trés principais espécies sdo responsaveis por essa
parasitose: Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis e
Leishmania (L.) amazonensis (Alves et al., 2013).

Leishmania (V.) braziliensis foi a primeira espécie de Leishmania
descrita e incriminada como agente etiol6gico da leishmaniose tegumentar
(PS, 2017). A doenca humana é caracterizada pela presenca de Ulcera
cutanea, Unica ou multipla, cuja principal complicacdo é a metastase e que
levam a forma mucosa da doenca. Esta presente ndo s6 no Brasil, mas em
toda América Latina, desde a América Central até o norte da Argentina (MS,
2017).

A Leishmania (V.) guyanensis causa predominantemente lesdes
ulceradas cutaneas Unicas ou multiplas, sendo que as lesdes mdltiplas sédo
consequéncia de picadas simultdneas de varios fleb6tomos infectados ou
metastases linfaticas secundarias. E muito raro o comprometimento mucoso

por esta espécie (MS, 2017). Aparentemente esta limitada a Regido Norte do
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pais (Acre, Amapa, Roraima, Amazonas e Para), estendendo-se para as
Guianas (PS, 2017).

Leishmania (L.) amazonensis causa Ulceras cutaneas localizadas, e
ocasionalmente, podem desenvolver o quadro classico de leishmaniose
cutanea difusa, que se caracteriza por lesées nodulares (Mears et al., 2015;
MS, 2017). Esta distribuida pelas florestas primarias e secundérias da
Amazobnia legal (Amazonas, Para, Rondonia, Tocantins e Maranh&o), e se
amplia para o Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo),
Centro-oeste (Goiads) e Sul (Parand) (PS, 2017). Seu principal vetor € o
Lutzomyia flaviscutellata, que apresenta ampla distribuicdo geografica (MS,
2017).

A interacdo entre patdégeno e hospedeiro € considerada um sistema
complexo, uma vez que pode estar em constante mudanca em fungéao de
alteracbes no meio ambiente. Sao considerados reservatorios 0s animais
gue garantem a circulacdo do parasito na natureza dentro de curto tempo e
espaco, como animais silvestres, sinantropicos e domésticos (canideos e
felideos) (MS, 2017; PS, 2017).

1.1.1 Ciclo de transmisséao e biologia

Leishmania é um  protozoario pertencente a  familia
Trypanosomatidae, parasito intracelular obrigatorio das células do sistema
fagocitico mononuclear, com duas formas principais: forma promastigota e
forma amastigota intracelular (MS, 2017).

Parasitos do género Leishmania sdo heteroxenos, sendo assim,
alternam o ciclo biolégico entre hospedeiros distintos: invertebrado (fémeas
de flebotomineos) e vertebrado (diversas classes de mamiferos e alguns
répteis) (Miguel, 2011).

A transmissdo de protozoarios do género Leishmania (Figura 3)
ocorre quando a fémea do flebotomineo (infectada com Leishmania sp.) ao
fazer o repasto sanguineo, regurgita formas promastigotas na pele do

hospedeiro, que invadem ou sao fagocitadas por células hospedeiras locais
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ou recrutadas, principalmente macréfagos, onde no interior de
fagolisossomos terdo de subverter aos mecanismos de defesa inatos
(Reithinger et al., 2007). Sinais como 0 aumento da temperatura e a
diminuicAio do pH sao cruciais para a diferenciacdo das formas
promastigotas em amastigotas, que se dividirdo até a ruptura da célula
hospedeira, infectando principalmente outros macréfagos do local ou em
tecidos distantes apds a disseminacdo, se manifestando em diferentes
formas clinicas (Reithinger et al., 2007; Miguel, 2011). Quando o inseto vetor
(ndo infectado) faz o repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, este
ingere macréfagos infectados com amastigotas, que ao atingirem o seu tubo
digestivo, se transformam em promastigotas e permanecem aderidos as
microvilosidades do intestino médio (dependendo da espécie de Leishmania,
diferentes regides do intestino serdo parasitadas). Esses parasitos migram
para probdscida do inseto (aparelho bucal) completando assim seu ciclo de

vida, conforme ilustrado na Figura 3 (Reithinger et al., 2007).
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Figura 3: Ciclo biologico da Leishmania sp.

Fonte: Reithinger et al., 2007 (modificado).
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Os promastigotas (Figura 4 a) sdo morfologicamente distintos dos
amastigotas intracelulares e subclassificados em cinco tipos: prociclico,
nectomona, leptomona, haptomona e metaciclico, este ultimo considerado o
estagio infectante para o hospedeiro mamifero (Kamhawi, 2006; Zulfigar et
al., 2017). As formas promastigotas possuem flagelo, usado para propulséo
do parasito e é encontrado no tubo digestivo do inseto vetor (MS, 2017).

Os amastigotas intracelulares (Figura 4 b) sdo arredondados e
residem dentro de macréfagos e outras células do sistema fagocitico
mononuclear. Essas formas se dividem, rompendo as células do hospedeiro,
quando entdo sao fagocitadas por outros macréfagos (Zulfigar et al., 2017).

Ao longo do seu ciclo de vida, os parasitos sofrem importantes
alteracdes morfolégicas e bioquimicas, mas ainda assim conservam uma
tipica estrutura flagelar proeminente (promastigota) ou reduzida
(amastigota), cinetoplasto terminal, o qual possui uma rede entrelagada de
DNA circular dentro da grande mitocdndria, conhecido como KDNA, nucleo,
reticulo endoplasmatico, entre outros, observados na Figura 4 (Miguel,
2011; Kaufer et al., 2017; Zulfigar et al., 2017).

(b)

bolsa flagelar

mitocondria

cinetoplasto

golgi

corpos multivesiculares

nucleo

reticulo endoplasmatico

Figura 4: Morfologia e ultraestrutura da forma promastigota (a) e amastigota

intracelular (b) de Leishmania sp.

Fonte: Zulfigar et al., 2017 (modificado).
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1.1.2 Patogenia e diagnhostico

Varias espécies de Leishmania podem causar leishmaniose cutanea
em humanos (Reithinger et al., 2007). Os sintomas se desenvolvem em uma
estimativa de 2-8 semanas pos-infec¢do, dependendo da espécie inoculada.
ApoOs incubacdo assintomatica, um Unico ou pequeno numero de lesdes
nodulares ou papulares que aumentam em tamanho acompanhado de
vermelhiddo se desenvolvem no local da inoculacdo da Leishmania (Scorza
et al., 2017; Zulfigar et al., 2017).

O tamanho da lesdo pode variar de alguns milimetros a centimetros
de didmetro e as vezes podem ser multiplas no mesmo individuo (Zulfigar et
al., 2017). A linfadenopatia pode desenvolver-se como primeira indicagao de
doenca causada por algumas espécies e pode preceder a formacéo da leséo
(Scorza et al., 2017).

A resolucao da lesdo nédo corresponde a cura estéril, pois parasitos ou
DNA parasitario podem ser encontrados nas cicatrizes de pacientes curados
ha vérios anos. Isso pode explicar o fenbmeno de aparecimento de recidivas
tardias e o0 surgimento dessa doenca em pacientes imunocomprometidos
(Scorza et al., 2017). A perda da eficiéncia da resposta imune leva a um
desequilibrio entre parasito e hospedeiro, facilitando a multiplicacdo dos
parasitos e produzindo as lesdes (MS, 2017; Scorza et al., 2017).

Na presenca de lesbes sugestivas de leishmaniose, o diagndstico
presuntivo pode ser baseado em critérios clinicos e epidemiolégicos, mas
deve ser complementado pela pesquisa direta de parasitos na lesdo ou pela
Intradermoreacédo de Montenegro (IDRM) e, eventualmente, pela prova
terapéutica ou outras técnicas como mostrado no fluxograma do diagndstico

da leishmaniose cutanea (Figura 5) (MS, 2017).
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Figura 5: Fluxograma do diagnostico da leishmaniose cutanea.
Fonte: MS, 2017.

1.1.3 Tratamento

O tratamento da leishmaniose € desafiador e atualmente ndo ha
vacinas ou farmacos para prevenir a infeccdo humana (Charlton et al.,
2017). A terapia da leishmaniose € problematica principalmente pela
complexidade da doenca nas suas diferentes formas (Zulfigar et al., 2017). O
tratamento da leishmaniose estd longe de ser ideal principalmente pela
elevada toxicidade, falta de eficacia, via de administracdo parenteral, custo
elevado, resisténcia aos farmacos e falta de acesso em algumas areas
endémicas (Reimao et al., 2014; Zulfigar et al., 2017).

Os antimoniais pentavalentes foram os primeiros farmacos aplicados

ao tratamento das leishmanioses, e juntos com anfotericina B, pentamidina,
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miltefosina e paromomicina, constituem os recursos disponiveis para a

quimioterapia das leishmanioses (Figura 6) (Uliana et al., 2017).

antimoniato de meglumina anfotericina B

miltefosina

I - MNW\//V“O . \/\}':'I\
pentamidina = 0

I/ paromomicina

Figura 6: Estrutura quimica dos farmacos empregados no tratamento da

leishmaniose.
Fonte: PubChem Compound, 2017.

A leishmaniose cutanea, embora nédo seja fatal, é tratada com o
objetivo de acelerar a cura, reduzir cicatrizes e prevenir a disseminacédo do

parasito (Reithinger et al., 2007).

1.13.1 Antimdénio pentavalente

Apesar do uso medicinal de compostos de antimdnio ja ser conhecido
antes da era crista, para outros fins terapéuticos, somente em 1912, Gaspar
de Oliveira Vianna observou que o tartaro emético era eficaz na terapéutica

da leishmaniose tegumentar americana (Rath et al., 2003). Os antimoniais

31



pentavalentes sdo usados desde a década de 40 por via intramuscular ou
intravenosa e permanecem como farmacos de primeira escolha no
tratamento da leishmaniose tegumentar americana (MS, 2006; Charlton et
al., 2017).

Atualmente, existem duas formula¢cdes de antimoniais pentavalentes
disponiveis no mercado internacional: o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostam®), sendo o primeiro
comercializado no Brasil (MS, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude preconiza que as doses de
antimoniais ndo devem ultrapassar 20 mg/kg/dia, devido a sua elevada
toxicidade (Rath et al., 2003). Mialgias, dores abdominais, alteracGes
hepaticas e disturbios cardiolégicos sao efeitos colaterais frequentemente
associados ao uso desse farmaco e requer avaliagdo clinica durante o
tratamento, como eletrocardiograma, hemograma e exames bioquimicos
(Rath et al., 2003; MS, 2017).

Além da via parenteral, outra opcdo para administracdo do
antimoniato de meglumina é por via intralesional. A via intralesional (via
subcutanea) tem sido usada na clinica e é restrita a forma cuténea
localizada e recidiva cutis (MS, 2017). Em um estudo realizado por Silva e
colaboradores (2016), a maioria dos pacientes relataram desconforto
durante a aplicacdo, ndo se observou efeitos adversos graves e 0s
resultados mostraram taxa de eficAcia muito semelhante ao tratamento
sistémico.

O modo de acdo do antiménio pentavalente ndo é totalmente
compreendido, mas uma hipétese sugere a possibilidade da reducéo
biol6gica do antimbnio pentavalente a antiménio trivalente pelo parasito ou
pelas células infectadas para criar um agente ativo (No, 2016). Isso sugere
gue o antiménio pentavalente possa ser um pré-farmaco, sendo convertido a
antimoénio trivalente apds sua administracdo, e assim possa interferir no
processo de B-oxidacdo de acidos graxos e glicélise do parasita, levando a

uma deplecao dos niveis de ATP intracelular (Rath et al., 2003). A segunda
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hipotese sugere que o antimbnio pentavalente age diretamente no parasito
(No, 2016).

No Brasil, quando ocorre faléncia no tratamento da leishmaniose
tegumentar com antimoniais pentavalentes ou ndo se obtém resultados
satisfatorios, empregam-se os farmacos de segunda escolha, anfotericina B
e/ou anfotericina B lipossomal (via intravenosa) ou pentamidina (via

intramuscular ou intravenosa) (Ferreira et al., 2012; MS, 2017).

1.1.3.2 Anfotericina B

O farmaco anfotericina B € um antibiético e antifingico derivado de
uma cepa de Streptomyces nodosus, sendo indicada como farmaco de
segunda escolha para o tratamento das leishmanioses (Rath et al., 2003).
Seu uso € limitado, devido aos efeitos colaterais graves, como
nefrotoxicidade e hematotoxicidade (No, 2016).

No Brasil, estdo disponiveis o desoxicolato de anfotericina B e as
formulacdes lipidicas de anfotericina B. A infusdo deve ser realizada via
intravenosa lenta, durante um periodo de quatro a seis horas, quando se
recomenda a monitorizacdo da funcdo renal e hepatica, dos eletrolitos
séricos e dos componentes sanguineos (MS, 2017).

Anfotericina B lipossomal é utilizada em pacientes com insuficiéncia
renal, cardiaca, hepatica, gestantes, transplantados renais e em pacientes
com idade superior a 50 anos (MS, 2017). Também é considerada menos
toxica do que anfotericina B na sua forma livre (Rath et al., 2003, Lopez-
Velez et al.,, 2004). Mesmo com alta taxa de cura, seu custo ainda é
proibitivo em varias regides endémicas (No, 2016; Uliana et al., 2017).

O mecanismo de ac¢do da anfotericina B consiste na formacao de
poros na membrana do parasito, devido a ligacdo ao ergosterol (Cabezas et
al., 2015). Este efeito induz a perda de ions e dano oxidativo, com
consequente morte celular (Mesa-Arango et al., 2012). Uma nova hipotese
sobre seu mecanismo de acdo propde que o efeito do tratamento com

anfotericina B poderia ser devido a uma combinagdo da sua interacdo com
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ambos o0s esteroéis, isto é, ergosterol de Leishmania e colesterol de

macréfagos hospedeiros (Chattopadhyay e Jafurulla, 2011).

1.1.3.3 Pentamidina

O farmaco pentamidina € relativamente eficaz na terapia da
leishmaniose e seu uso é reservado apenas aos casos de falha terapéutica
com antimoniais e anfotericina B (Miguel, 2011). As pentamidinas sé&o
diamidinas aromaticas que podem ser usadas no tratamento da
leishmaniose tegumentar em areas endémicas dos continentes americanos,
asiatico e africano (MS, 2017).

O farmaco € apresentado como isetionato de pentamidina, e suas vias
de administracdo sao intramuscular ou intravenosa, ndo ultrapassando a
dose de 2 g (MS, 2017). A alta toxicidade deste farmaco também ¢é fator
limitante para seu uso. Hipoglicemia, hipotenséo, alteracdes cardiolégicas,
nefrotoxicidade e, até mesmo, morte repentina ja foram descritas (Rath et
al., 2003). Faz-se necessario monitorar a funcdo renal e pancreatica, assim
como realizar eletrocardiograma e glicemia antes, durante e ao final do
tratamento com este farmaco (MS, 2017).

A acado primaria da pentamidina em Leishmania ndo é bem
compreendida (No, 2016). A absorcdo de pentamidina est4 envolvida em
dois sistemas de transporte dependentes de energia, a arginina e 0s
transportadores de poliaminas. O farmaco pentamidina parece promover a
morte celular programada atuando nas mitocondrias, afetando o complexo
da cadeia respiratoria e/ou inibindo o processo de replicagédo parasitaria (No,
2016).

1.1.34 Pentoxifilina (coadjuvante)

O farmaco pentoxifilina € um vasodilatador empregado no tratamento

de doenca vascular periférica e seu efeito tem sido investigado
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experimentalmente no tratamento de algumas doencas inflamatérias, uma
vez que possui efeito inibitério sobre TNF-a (Almeida e Santos, 2011). No
Brasil, este farmaco tem sido usado na clinica e demonstrado sucesso como
coadjuvante (imunomodulador) no tratamento da leishmaniose tegumentar,
com desfecho de cura em menor tempo quando comparado ao tratamento
convencional (MS, 2017). O seu papel é atuar como um adjuvante, pois ndo
possui eficacia como medicamento isolado. Quando é administrado em altas
doses, podem ocorrer distdrbios gastrintestinais, nausea, vomito ou diarreia,
arritmia cardiaca, vertigem, entre outros (MS, 2017).

Segundo um estudo realizado por Machado e colaboradores (2007)
a adicdo de pentoxifilina ao antiménio reduz significativamente o tempo de
cicatrizacdo e impede a necessidade de mais antiménio no tratamento da

leishmaniose mucosa.

1.1.35 Miltefosina

O farmaco miltefosina foi originalmente desenvolvido como agente
antineoplasico (Almeida e Santos, 2011). Este farmaco de administracéo oral
é usado na india para tratar a forma visceral da doenca (Soto et al., 2004).
Em 2014, o FDA aprovou este farmaco para o tratamento da leishmaniose
cutdnea em adultos e adolescentes que ndo estdo gravidas ou que
amamentam (CDC, 2017). Tem sido utilizado no tratamento da leishmaniose
cutdnea causada por diferentes espécies, com eficacia variavel (Chrusciak-
Talhari et al., 2011).

Estudos mostram que as taxas de cura com miltefosina variam muito
entre as leishmanioses causadas por diferentes espécies de Leishmania
(Soto et al, 2004). Um estudo realizado por Chrusciak-Talhari e
colaboradores (2011) mostrou evidéncias da eficacia clinica da miltefosina
contra Leishmania (V.) guyanensis, mostrando-se segura e relativamente
bem tolerada, com taxa de cura superior ao antiménio. Outro estudo
realizado por Machado e colaboradores (2010) mostra que a terapia com

miltefosina € mais eficaz e segura do que a terapia com antiménio em
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pacientes do estado da Bahia infectados com Leishmania (V.) braziliensis.
Outro estudo mostra que a miltefosina mostrou eficacia semelhante, sendo
superior ao antimdénio no tratamento da leishmaniose cutanea experimental
causada por Leishmania (L.) amazonensis em camundongos (Costa Filho et
al., 2008).

Seu mecanismo de acdo estd relacionado a modulagdo da
composicao lipidica, permeabilidade e fluidez da membrana plasmatica.
Além disso, este farmaco interfere no metabolismo de fosfolipideos, na
transducéo de sinal, na homeostase de célcio, na sintese de fosfatidilcolina e
RNA, induzindo a morte celular (Costa Filho et al., 2008; Miguel, 2011).
Também parece afetar a fungcdo mitocondrial mediante a despolarizacdo da

membrana e a inibicdo da citocromo ¢ oxidase (No, 2016).

1.1.3.6 Paromomicina

Outro medicamento que tem se mostrado efetivo no tratamento da
leishmaniose é a paromomicina, que € um antibiético aminoglicosideo.
Estudos clinicos para testar a eficacia da paromomicina injetavel no
tratamento da leishmaniose visceral tém sido realizados na india, onde o
tratamento com antimonial padrao ndo é efetivo e as taxas de mortalidade
séo altas (Rath et al., 2003).

Este farmaco foi proposto como um agente tépico para tratamento
da leishmaniose cutdnea e mais tarde surgiu como alternativa para o
tratamento da leishmaniose visceral, porém, ndo apresentou a mesma
resposta na Africa Oriental, onde os ensaios demonstraram taxas de cura
menores que os antimoniais (Uliana et al., 2017). Por outro lado, a
associacado de paromomicina com o antimonial mostrou ser tdo eficaz quanto
o antimonial sozinho, representando um avanco em termos de opcdes
terapéuticas (Uliana et al., 2017). Sao descritos como principais efeitos
colaterais nefrotoxicidade e ototoxicidade (Pandey et al, 2009; Wiwanitkit,
2012). Sua acéo leishmanicida envolve a inibicdo da atividade mitocondrial

(Almeida e Santos, 2011).
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1.1.3.7 Tratamentos alternativos

Outros farmacos tém sido utilizados como alternativa no tratamento
da leishmaniose, como os azdis, que sdo moléculas capazes de interferir na
biossintese de ergosterol, o alopurinol, um analogo de purinas, o imiquimod,
um agente imunomodulador capaz de estimular a producédo de 6xido nitrico
em macrofagos infectados e a sitamaquina, uma 8-aminoquinolina capaz de
se acumular no parasita e interagir com a membrana plasmatica (Miguel,
2011; Mesquita, 2013; CDC, 2017).

Alguns casos de leishmaniose cutanea sem risco de disseminacéo ou
doenca da mucosa podem ser candidatos a terapia tépica (CDC, 2017). As
lesbes sao dificeis de tratar e abordagens alternativas tém sido utilizadas
aos farmacos convencionais, incluindo crioterapia, termoterapia, laser de
diéxido de carbono, fototerapia dinamica e eletroterapia, com resultados

variaveis (Zulfigar et al., 2017).

1.1.4 Pesquisade farmacos e alternativas terapéuticas

O tratamento da leishmaniose ainda constitui um desafio com
grandes limitacdes, pois a maioria dos medicamentos possui elevada
toxicidade, sdo injetaveis e geram despesas indiretas com insumos
hospitalares, internagbes, afastamento do trabalho, entre outros (DNDi,
2012; Neves et al., 2011; Penna et al., 2011).

Em geral, por acometer populacbes com baixo nivel
socioeconbmico, a pesquisa de alternativas terapéuticas para a
leishmaniose é pouco atraente para a industria farmacéutica (Penna et al.,
2011). Tendo em vista a problematica descrita, é evidente a necessidade de
se investigar novas opg¢Oes terapéuticas para esta enfermidade, j& que o
arsenal terapéutico disponivel carece de medicamentos mais eficazes e
menos toxicos (Gil et al., 2007).

O caminho do desenvolvimento de farmacos esta repleto de
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obstaculos. Obter uma compreenséo clara de como um farmaco funciona
antes de iniciar ensaios clinicos é a rota racional para a descoberta de novos
farmacos e pode aumentar a probabilidade de sucesso na obtencdo de um
farmaco (NM, 2010).

O desenvolvimento de farmacos € um negdcio arriscado. De acordo
com FDA, apenas oito por cento dos farmacos que sdo avaliados em
ensaios clinicos sdo aprovados, ja que para que um farmaco seja aprovado,
este deve apresentar seguranca e eficacia clinica (NM, 2010).

Neste contexto, a estratégia de reposicionamento de farmacos vem
sendo empregada de forma promissora na introducdo de novas terapias.
Esta estratégia € conhecida por encontrar novas indicacbes para
medicamentos ja aprovados, como por exemplo, a utilizacdo de acetato de
zinco para tratar a doenca de Wilson, a talidomida para tratar mieloma e a
anfotericina B para tratar leishmaniose (Chiang e Butte, 2009; Palomino e
Martin, 2013).

O reposicionamento de farmacos tem muitas vantagens, uma vez
que a farmacocinética e a farmacodinamica destes medicamentos j4 sao
conhecidas (Chiang e Butte, 2009). A descoberta de novas aplicacdes
clinicas para farmacos ja aprovados € uma estratégia para reduzir o custo e
o tempo da descoberta de medicamentos, ja que os ensaios de toxicidade
humana ja foram previamente realizados (Chiang e Butte, 2009; Andrade-
Neto et al., 2018).

Outra estratégia aplicada a terapia da leishmaniose é a associacao
de farmacos, que traz beneficios relevantes diante da monoterapia (Speich
et al., 2012). Especialmente para o tratamento das leishmanioses, a terapia
combinada tem sido preconizada visando o aumento da eficcia e tolerancia,
encurtando a duracao e o custo do tratamento e prevenindo o aparecimento
de resisténcia (Aguiar et al., 2010; Van Griensven et al., 2010).

Estudos em modelos experimentais de leishmanioses tém mostrado
resultados promissores no uso da terapia combinada. Um deles demonstrou
gue a associacdo de gel de paramomicina topica e mitelfosina oral reduziu o

tamanho da lesdo e a carga parasitaria em camundongos infectados com L.
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(L.) amazonensis (Aguiar et al., 2010).

A busca por tratamentos topicos mais eficazes, de baixo custo, bem
absorvidos, de reduzida toxicidade, que possam ser utilizados por pacientes
em areas remotas e que curem as lesdes sem deixar cicatrizes profundas, é
uma abordagem racional para a terapia da leishmaniose cutanea (Garnier e
Croft, 2002; DNDi, 2013).

O desenvolvimento de formulacbes topicas é uma estratégia
interessante para diversas classes de farmacos, tanto hidrofilicos quanto
lipofilicos, representando uma alternativa para superar aspectos indesejados
relacionados as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas de
alguns farmacos (Silva et al., 2010).

Algumas vantagens sdo apresentadas para essa via de
administracdo, como a diminuicdo das variacdes plasmaticas, reducao na
frequéncia de administracdo do farmaco, facilidade imediata de interrupcéo
do tratamento, além de ser uma boa alternativa a via intravenosa por ndo ser

invasivo (Martins e Veiga, 2002).

1.1.4.1 Farmacos estudados

1.1.4.1.1 Amitriptilina

Amitriptilina (Figura 7) é um antidepressivo triciclico com efeitos
sedativos que inibe o mecanismo de transporte de membrana responséavel
pela captacdo de norepinefrina e serotonina em neurbnios adrenérgicos e
serotoninérgicos, embora seu mecanismo ndo seja totalmente conhecido
(Drugs, 2017; DrugBank, 2017). Em individuos deprimidos, exerce um efeito
positivo sobre o humor (DrugBank, 2017).
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Figura 7: Estrutura quimica do farmaco amitriptilina.
Fonte: PubChem Compound, 2017.

E também relatado que este farmaco exerce propriedades
antimicrobianas in vitro e in vivo contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas (Mandal et al., 2010). Outros estudos relatam sua atividade contra
fungos (Mandal et al., 2010), Trypanosoma cruzi (Planer et al., 2014) e
Leishmania sp. (Zilberstein et al., 1990; Evans e Croft, 1994).

Segundo Zilberstein e colaboradores (1990), os compostos triciclicos
tém sido sugeridos como potenciais farmacos anti-Leishmania. Os autores
demostraram a atividade in vitro da amitriptilina pela reducdo no transporte
de prolina e deplecdo de ATP em promastigotas de L. (L.) donovani. Outro
estudo de Evans e Croft (1994) demonstrou a atividade anti-Leishmania de
compostos triciclicos, entre eles o farmaco amitriptilina, testados em formas

amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis e L. (L.) donovani.

1.1.4.1.2 Econazol

O farmaco econazol (Figura 8) é um derivado de imidazol
comumente usado como agente antifungico topico. Sua agcdo compromete a
integridade da parede celular fungica, aumentando a permeabilidade celular,
resultando assim em extravasamento do conteudo celular (PubChem
Compound, 2017).
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Figura 8: Estrutura quimica do farmaco econazol.
Fonte: PubChem Compound, 2017.

Os antifungicos azdlicos constituem uma classe importante de
agentes quimioterapéuticos com amplo espectro de atividade contra
leveduras e fungos filamentosos. Eles atuam na via biossintética do
ergosterol através da inibicdo da enzima esterol 14a-desmetilase (Emani et
al., 2017). Sao usados no tratamento de dermatomicoses por via topica, oral
e parenteral (PubChem Compound, 2017).

Estudos mostraram o potencial bactericida do econazol e do
clotrimazol contra Mycobacterium tuberculosis in vitro e ex vivo e seu
sinergismo com farmacos convencionais usados no tratamento da
tuberculose (Gupta et al., 2015).

Um estudo realizado por nosso grupo (Mesquita et al., 2014)
demonstrou a atividade do farmaco econazol contra formas promastigotas e
amastigotas intracelulares de L. (L.) infantum, bem como seu mecanismo de
acdo, o qual envolve a permeabilizacdo da membrana plasmatica em formas

promastigotas.

1.1.4.1.3 Sertralina

O farmaco sertralina (Figura 9) € um antidepressivo inibidor seletivo

da reabsorcdo de serotonina que possui atividade ansiolitica. Oferece varias
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vantagens em relagdo a outros antidepressivos, incluindo tolerancia
melhorada do paciente, baixo risco de letalidade em sobredosagem e
nenhum potencial de dependéncia (McRae e Brady, 2001). Sua atividade
também se estende ao tratamento de outros transtornos, como: transtornos
alimentares, obsessivo compulsivo, disférico pré-menstrual, estresse pos-
traumatico, panico, ansiedade social e dependéncia quimica (McRae e
Brady, 2001; Muijsers et al., 2002; Sarkar e Manna, 2015).

Figura 9: Estrutura quimica do farmaco sertralina.
Fonte: PubChem Compound, 2017.

Esse farmaco também possui atividade antifingica, antimicrobiana,
antiviral, espermicida, anti-Trichomonas, anticancerigena, anti-T. cruzi e
leishmanicida contra L. (L.) donovani (Palit e Ali, 2008; Zhai et al., 2012;
Planer et al., 2014; Johansen et al., 2015; Sarkar e Manna, 2015).

Um estudo realizado por Palit e Ali (2008) mostrou que sertralina foi
ativa in vitro contra formas promastigotas e ex vivo contra formas
amastigotas intracelulares de L. (L.) donovani, apresentando valores de CEso
préximos de 2 ug/mL. Setralina também foi eficaz in vivo no tratamento de
camundongos BALB/c infectados com L. (L.) donovani, levando a reducéo

em cerca de 70% da carga parasitaria no figado e baco. Segundo os
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autores, sertralina induziu uma queda nos niveis de ATP citoplasmaticos e
na taxa de consumo de oxigénio em promastigotas. Esses dados sugerem
que sertralina pode ser promissora no tratamento oral da leishmaniose
visceral (Palit e Ali, 2008).

Estudos preliminares in vitro e ex vivo realizados por nosso grupo
(dados néao publicados) demonstraram atividade da sertralina contra L. (L.)
infantum e T. cruzi. Esses estudos também sugerem que a mitocéndria seja

o alvo da acao desse farmaco contra esses parasitos.

1.1.4.1.4 Triclosan

Triclosan (Figura 10) é um derivado de éter usado em cosméticos
como antisséptico, com conhecida atividade antibacteriana e antifingica
(PubChem Compound, 2017). Também é amplamente utilizado como agente
conservante e antimicrobiano em produtos de higiene pessoal, como
sabdes, cremes para a pele, creme dental e desodorante (DrugBank, 2017).

Em creme dental, triclosan € utilizado para prevenir gengivite (PubChem
Compound, 2017).
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Figura 10: Estrutura quimica do farmaco triclosan.
Fonte: PubChem Compound, 2017.
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Nas concentragbes usadas em cosméticos, o triclosan atua como
biocida, com multiplos alvos citoplasmaticos e de membrana. Em
concentracfes mais baixas, no entanto, triclosan parece bacteriostatico
principalmente devido a inibicdo da sintese de &cidos graxos (PubChem
Compound, 2017).

Um estudo realizado por Arango e colaboradores (2012) mostrou a
atividade do triclosan e seus derivados contra formas amastigotas axénicas

de L. (V.) panamensis.
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1.2 Justificativa e relevancia

Atualmente o arsenal terapéutico disponivel para tratamento da
leishmaniose tegumentar, assim como para outras parasitoses tropicais
carece de medicamentos. Isso pode ser atribuido a heterogeneidade da
doenca, que é resultado da diversidade de espécies e da variagcdo das
respostas imunes no hospedeiro (Gil et al., 2007; OMS, 2010; Bastos et al.,
2012), somado ao reduzido interesse do setor farmacéutico privado em
desenvolver novos farmacos para essas doencas.

O tratamento da leishmaniose tegumentar exige a administracdo de
farmacos téxicos por via sistémica por longos periodos (OMS, 2010). Devido
aos efeitos adversos, muitos pacientes abandonam o tratamento gerando,
recidivas. Em geral, a busca por alternativas terapéuticas € de grande
relevancia, pois pode contribuir para o aumento da qualidade de vida dos
pacientes, possibilitando a regeneracéo dos tecidos lesados de forma mais
rapida e eficiente e reduzindo o periodo de internagdo hospitalar (Penna et
al., 2011; Veiga, 2012).

Com base na atividade anti-Leishmania ja apresentada por
amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan, estes foram selecionados no
presente estudo para avaliar o potencial anti-L. (L.) amazonensis (in vitro, ex
vivo e in vivo), bem como as associacdes terapéuticas e possivel modo de

acao leishmanicida destes farmacos.
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2. Objetivos

2.1 Gerais

Avaliar a atividade anti-L. (L.) amazonensis dos farmacos
amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan in vitro, ex vivo e in vivo, bem
como estudar o efeito in vitro e/ou ex vivo da associacdo destes farmacos
com os farmacos padrées usados na terapia da leishmaniose e investigar in
vitro 0os mecanismos de acdo leishmanicida dos farmacos amitriptilina e

triclosan.

2.2 Especificos

e Avaliar in vitro e ex vivo a atividade anti-L. (L.) amazonensis dos
farmacos amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan, determinando-se a
Concentracdo Efetiva 50% em formas promastigotas e amastigotas

intracelulares.

e Avaliar in vitro a citotoxicidade em células de mamiferos e determinar o
indice de Seletividade dos farmacos ja mencionados frente & L. (L.)

amazonensis.

e Avaliar in vitro os mecanismos de acdo dos farmacos amitriptilina e
triclosan em formas promastigotas de L. (L.) amazonensis por meio da
investigacdo dos seguintes parametros: i) integridade da membrana
plasmatica, ii) potencial de membrana mitocondrial, iii) producdo de

espécies reativas de oxigénio e iv) alteracdes ultraestruturais.
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Avaliar o efeito da associacdo in vitro e/ou ex vivo dos farmacos
amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan com os farmacos anfotericina
B e/ou miltefosina em promastigotas e/ou amastigotas de L. (L.)

amazonensis.

Avaliar a eficacia dos farmacos amitriptilina, econazol, sertralina e
triclosan frente ao tratamento de camundongos infectados com L. (L.)
amazonensis, utilizando diferentes doses e/ou vias de administracéo,

como via tépica e/ou via sistémica.
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3. Material e métodos

3.1 Reagentes e compostos sintéticos

Dimetilsulfoxido (DMSQO) e dodecil sulfato de soédio (SDS) foram
obtidos da Merck. Anfotericina B e isofluorano foram adquiridos da Cristélia.
Soro fetal bovino (SFB) foi adquirido da Gibco. Higromicina B, iodeto de
propideo, rodamina 123 e H2DCF-DA foram adquiridos da Molecular
Probes® (Invitrogen). VivoGlo™ Luciferin e One-Glo Luciferase foram
adquiridos da Promega. Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640),
meio 199 (M-199), salina tamponada com fosfato (PBS), Solucdo
Balanceada de Hank's (HBSS), brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-
difenil tetrazolio (MTT), cianeto de carbonil-4- (trifluorometoxi) fenil-hidrazona
(FCCP), amitriptilina e miltefosina foram adquiridos da Sigma. Nitrato de
econazol foi doado pela farmacéutica Bayer (Brasil). Os farmacos sertralina
e triclosan foram fornecidos gentilmente pelo prof. Dr. Humberto Gomes
Ferraz (Universidade de Sao Paulo, SP), bem como as formula¢des topicas.

Outros materiais quando ndo mencionados foram adquiridos da Sigma.

3.2 Parasitos, células de mamifero e animais de experimentacao

3.2.1 Leishmania (L.) amazonensis

Promastigotas de L. (L.) amazonensis de linhagem selvagem (La)
(MHOM/BR/1973/M2269) foram cultivadas em meio M-199 suplementado
com 10% de SFB e 0,25% de hemina, sob temperatura de 24 °C.
Promastigotas de L. (L.) amazonensis de linhagem mutante expressora de
luciferase (LaLuci) foram cultivados sob a mesma temperatura em meio M-
199 suplementado com 32 pg/mL de higromicina B. As cepas utilizadas
neste estudo foram fornecidas gentilmente pela profa. Dra. Silvia R. B.
Uliana (Universidade de S&o Paulo, SP). A manutencdo das cepas foi
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realizada mensalmente em fémeas de camundongos BALB/c (Mus
musculus) com infec¢do de 1x108 promastigotas por animal, via intradérmica
no coxim plantar da pata esquerda traseira ou base da cauda. Apds o
estabelecimento das lesdes, a recuperacdo da cepa foi realizada através do
aspirado da leséo para obtencdo de amastigotas purificados (Reiméo et al.,
2014).

3.2.2 Células de mamiferos

Mondécitos provenientes de medula 6ssea (fémures) foram coletados
de camundongos BALB/c fémeas, ap0s eutanasia. Com o auxilio de uma
seringa com meio R2030 (50% de RPMI, 30% de sobrenadante de cultura
de NCTC clone L929 e 20% SFB) e agulha, foram realizadas as lavagens do
canal medular dos fémures. Em seguida, as células foram acondicionadas
em placa de Petri com meio R2030 por sete dias a 37 °C em estufa com 5%
de CO2. Ao final de sete dias, as células foram lavadas, contadas em camara
de Neubauer e semeadas em placas (Reiméo et al., 2014).

A linhagem de células utilizadas no teste de citotoxicidade foi a de
fibroblastos de mamiferos, NCTC clone 929, proveniente da American Type
Culture Collection (ATCC CCL1), fornecida gentilmente pela Secdo de
Culturas Celulares (Instituto Adolfo Lutz, SP), foram armazenadas em
nitrogénio liquido ou freezer -70 °C e posteriormente mantidas em meio
RPMI suplementado com 10% SFB, sob a temperatura de 37 °C em estufa
com 5% de COa.

3.2.3 Animais de experimentacao

Camundongos com idade de 3 a 4 semanas foram obtidos do
Biotério do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo e do Biotério de
Experimentacdo do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em

caixas esterilizadas com material absorvente, recebendo agua e alimento ad
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libitum. Camundongos BALB/c fémeas foram utilizados para obtencdo de
macréfagos, manutencao das cepas e nos estudos experimentais. Todos 0s
procedimentos realizados com animais foram aprovados pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL 04-2016).

3.3 Determinacéo in vitro da concentracdo efetiva 50% (CEso) dos

farmacos estudados

Os farmacos amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan foram
dissolvidos em DMSO e os farmacos anfotericina B e miltefosina foram
dissolvidos em agua mili-Q estéril. Posteriormente foram diluidos em meio
de cultura e incubados com parasitos em diferentes concentracdes
(concentracgdes iniciais de 60 uM para amitriptilina e econazol, 10 uM para
sertralina e 200 pM para triclosan) com o objetivo de determinar as
respectivas Concentragbes Efetiva 50% (CEso). A CEso dos farmacos foi
determinada utilizando promastigotas de La na concentracdo de 1x10°
parasitos/poco em placas de 96 pocos contendo os farmacos diluidos
seriadamente (base 2), utilizando meio M-199 suplementado com 10% SFB
e 0,25% de hemina. Apés um periodo de 48 horas, a leitura foi realizada em
espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader)
com filtro de 570 nm, e a viabilidade dos promastigotas foi verificada através
da atividade mitocondrial pelo ensaio com MTT (Tada et al., 1986). Os
farmacos anfotericina B (concentracdo inicial de 1 pM) e miltefosina
(concentracao inicial de 100 uM) foram utilizados como controle positivo do
ensaio (100% morte) (Mesquita et al., 2013). Os ensaios foram realizados
em duplicatas e foram feitos pelo menos dois ensaios distintos, calculando a

meédia e o desvio padrdo entre 0s experimentos.
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3.4 Determinacdo ex vivo da concentracao efetiva 50% (CEso) dos
farmacos estudados

Também foi avaliada a atividade anti-Leishmania dos farmacos em
macréfagos infectados com amastigotas intracelulares através da
quantificacdo da producdo de luz e contagem microscopica (i) ou apenas da
contagem microscopica (ii), conforme descrito a seguir:

(i) Os macrofagos derivados de medula 6ssea, foram semeados na
concentracdo de 4x10° macréfagos/poco em placas de 24 pocos contendo
laminulas circulares estéreis por 24 horas e infectados com Laluci na
proporcao 20:1 promastigotas/macréfago por 4 horas. Posteriormente foram
lavados e tratados com os farmacos anfotericina B (concentracao inicial de
0,2 pM), amitriptilina (concentragdo inicial de 120 pM), miltefosina
(concentragao inicial de 100 pM) e sertralina (concentragéo inicial de 20 pM)
por 48h em estufa a 33 °C e 5% CO2. A CEso foi determinada pela contagem
de 200 macrofagos/poco, avaliando o niamero de macréfagos tratados e
infectados, mantendo como controles macréfagos infectados néo tratados e
macrofagos  infectados  tratados com os  farmacos  padréo.
Concomitantemente a este experimento, macrofagos também foram
cultivados na concentracdo de 1x10° macréfagos/poco em microplacas de
96 pocos, infectados com LalLuci na proporcdo de 20:1
promastigotas/macrofago por 4 horas, lavados e tratados com os farmacos
por 48h nas mesmas condicbes. A CEso foi determinada pela deteccéo
enzimatica por meio do ensaio One-Glo Luciferase (Reiméo et al., 2013). O
meio de cultura foi cuidadosamente removido e substituido por 80 uL de
PBS e 20 pL do reagente One-Glo Luciferase a temperatura ambiente sob
constante homogeneizagéo circular. As unidades de luminescéncia foram
determinadas imediatamente apoOs adicdo do substrato em um leitor
POLARstar Omega (BMG Labtech, Ortenberg, Alemanha). A leitura da
luminescéncia de macrofagos néo infectados foi utilizada como basal.
Macrofagos infectados néo tratados e macrofagos infectados tratados com

os farmacos padrdo foram usados como controle. Os ensaios foram
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realizados em duplicatas e foram feitos pelo menos dois ensaios distintos,
calculando a média e desvio padrdo entre 0s experimentos.

(i) Os macréfagos foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c fémeas por meio de lavagem em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% de SFB. Os macréfagos de peritdnio foram
semeados 1x10° macréfagos/poco em placas de 16 pocos (NUNC®) e foram
incubados por 24 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO2. Em seguida, os
macrofagos foram infectados com promastigotas na propor¢cao de 10:1
promastigotas (LaLuci)/macréfago por 3 horas em estufa 33° com 5% de
CO2. Posteriormente, os macrofagos infectados foram lavados e tratados
com os farmacos econazol (concentracdo inicial de 40 uM), triclosan
(concentracao inicial de 60 uM) e miltefosina (concentracao inicial de 100
UM) que foram seriadamente diluidos e incubados por 48 horas sob as
mesmas condi¢des. Ao final do ensaio, 0s pog¢os foram retirados e a lamina
foi fixada em metanol por 6 minutos, corada com Giemsa por um minuto e
observada em microscopio optico. A CEso foi determinada por meio da
contagem de 200 macrofagos/poco, avaliando-se o nimero de macréfagos
infectados (Yardley e Croft, 2000). Como controle do ensaio, foram utilizados
macrofagos infectados n&o tratados, e como controle positivo, foram
utilizados macroéfagos infectados tratados com anfotericina B (100% de
morte dos amastigotas). Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram

feitos pelo menos dois ensaios distintos.

3.5 Citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade dos farmacos foi avaliada utilizando células NCTC
clone L929. As células foram semeadas utilizando 6x10* células/po¢co em
placas de 96 pocos e incubadas com os farmacos (concentracao inicial de
300 pM para todos os farmacos) por 48 horas (Oliveira et al.,, 2012). A
viabilidade celular foi determinada pelo método de MTT (Tada et al., 1986).
Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram feitos pelo menos dois

ensaios distintos, calculando a média e desvio padrdo entre o0s
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experimentos. Como controle do ensaio, foram utilizadas células néo
tratadas; e como controle positivo do ensaio, foram utilizadas células
tratadas com farmaco padrao.

O Indice de Seletividade (IS) foi avaliado por meio da seguinte
razdo: 1S: CEso em células de mamiferos / CEso em amastigotas

intracelulares.

3.6 Avaliacdo dos mecanismos de acdo em promastigotas L. (L.)

amazonensis

Os possiveis danos causados pelos farmacos amitriptilina e triclosan
em promastigotas de L. (L.) amazonensis foram avaliados por meio de

diferentes métodos, como descritos a seguir:

3.6.1 Alteracao daintegridade da membrana plasmatica

Para avaliar a integridade da membrana plasmatica, foi utilizado
iodeto de propideo, uma sonda que ao se ligar aos acidos nucléicos, tem
sua fluorescéncia aumentada. Isso acontece quando ocorre a ruptura da
membrana da célula, que permite a entrada do iodeto de propideo e sua
ligacdo ao DNA (Scariot et al., 2017).

O possivel efeito dos farmacos amitriptilina e triclosan sobre a
membrana plasmatica dos parasitos foi avaliado utilizando seus respectivos
valores de CEso. Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram
lavadas e incubadas (2x10° parasitos/po¢o) em HBSS contendo 5 pug/mL de
iodeto de propideo em placa preta por 15 minutos no escuro a 24 °C
(Tempone et al.,, 2017). Em seguida, os farmacos e os controles foram
adicionados a placa. O aumento da fluorescéncia foi mensurado a cada 10
minutos, durante um total de 30 minutos (triclosan) e 60 minutos
(amitriptilina), utilizando um espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5
MultiMode Microplate Read) com filtro de excitacdo de 525 nm e emisséo de

625 nm (Machado, 2017). A fluorescéncia obtida a partir de parasitos ndo
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tratados foi utilizado como basal. Como controle positivo utilizou-se o
detergente Triton-X 0,5%, para obtencdo da permeabilizacdo maxima
(Kulkarni et al., 2009). Além disso, controles internos contendo apenas o0s
farmacos em estudo foram testados para verificar possivel fluorescéncia dos
farmacos. Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram feitos pelo
menos dois ensaios distintos.

3.6.2 Avaliacédo do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado utilizando a
rodamina 123, que é uma sonda catidnica sem efeitos citotoxicos, permeavel
a célula, e que é facilmente sequestrada por mitocéndrias ativas. Esta sonda
tem sido amplamente utilizada para avaliagdo do potencial de membrana
mitocondrial (Angrimani et al., 2015).

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram lavadas e
incubadas (2x10° parasitos/poco) em HBSS com os farmacos amitriptilina e
triclosan utilizando seus respectivos valores de CEso durante 30 (amitriptilina
e triclosan) e 60 minutos (amitriptilina) a 24 °C. Apds esse periodo de
incubacdo com os farmacos, os parasitos foram marcados com rodamina
123 na concentracéo de 0,3 pg/mL e foram incubados por mais 10 minutos
no escuro a 37 °C (Tempone et al., 2017). Em seguida, os parasitos foram
lavados com HBSS e a leitura foi realizada utilizando citometria de fluxo
(Attune NXT Acoustic Focusing Cytometer ThermoFisher Scientific) com filtro
de excitacdo de 488 nm, analisando 10.000 eventos por meio do software
Attune Nxt®. Como controle do experimento, utilizou-se parasitos néo
marcados com rodamina 123 e nao tratados. Como controle positivo de
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial, utilizou-se parasitos
tratados com FCCP 20 uyM e como controle de despolarizagdo mitocondrial
basal, utilizou-se parasitos nédo tratados (Fonseca-Silva et al., 2011,
Tempone et al.,, 2017). Além disso, controles internos apenas com 0S
farmacos em estudo foram testados para verificar possivel fluorescéncia dos

farmacos. Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram feitos pelo
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menos dois ensaios distintos, calculando a média e desvio padrdo entre as

duplicatas.

3.6.3 Alteracdo na producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para avaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio, uma sonda
nao fluorescente H2DCF-DA foi utilizada. Esta sonda se torna fluorescente
apos a clivagem dos grupos acetato por esterases intracelulares e oxidacao.

Formas promastigotas foram lavadas e incubadas (2x10°
parasitos/po¢co) em HBSS com os farmacos amitriptilina e triclosan utilizando
seus respectivos CEso durante 30 (triclosan) e 60 minutos (amitriptilina) a 24
°C. Apés esse periodo de incubacdo com os farmacos, os parasitos foram
marcados com a sonda H2DCF-DA na concentracdo de 5 pM e foram
incubados por mais 15 minutos no escuro a 24 °C. Posteriormente, a leitura
foi realizada em espectrofluorimetro de placas (FilterMax F5 Multi-Mode
Microplate Reader) com filtro de excitagdo de 485 nm e emissdo de 520 nm
(Mesquita, 2013). Como controle negativo, parasitos ndo tratados foram
utilizados. Como controle positivo, foram utilizadas promastigotas tratadas
com azida sédica (10 mM) (Duarte et al., 2016). Além disso, controles
internos contendo apenas os farmacos em estudo, foram testados para
verificar possivel fluorescéncia dos farmacos. Os ensaios foram realizados

em duplicatas e foram feitos pelo menos dois ensaios distintos.

3.6.4 Estudo das alteragdes ultraestruturais

Para avaliar as alteracdes ultraestruturais causadas pelos farmacos
amitriptilina e triclosan, promastigotas de L. (L.) amazonensis foram lavadas
em meio M-199 e incubadas (2x107 promastigotas/poco) com os farmacos
na concentracdo dos respectivos valores de CEso a 24 °C. Para avaliar os
danos causados pelo farmaco triclosan, o tempo de incubacéo foi de 15

minutos, ja os tempos de incubac&o com o farmaco amitriptilina foram de 15,
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30 e 60 minutos. Em seguida, os parasitos foram lavados e fixados em
solucdo de glutaraldeido 4%, pos-fixados em tetroxido de ésmio por 30
minutos, gradualmente desidratados em etanol e incluidos em resina Epon
812 (Duarte et al., 1992). O material foi analisado em microscoépio eletrénico
de transmisséo (JEOL) no Instituto Adolfo Lutz. Os controles utilizados neste
experimento constituiram-se de parasitos ndo tratados e parasitos tratados
com DMSO (Mesquita, 2013).

3.7 Determinagdo in vitro e ex vivo das associagdes entre 0s

farmacos estudados e os farmacos padroes

Os farmacos amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan foram
associados in vitro e/ou ex vivo com farmacos padrdes anfotericina B e/ou
miltefosina e a natureza das associagcOes foi avaliada em formas
promastigotas e/ou amastigotas intracelulares utilizando-se o método de
isobolograma de proporcdes fixas modificado (Fivelman et al., 2004, Reiméo
e Tempone, 2011). Para cada associacao, os valores de CEso de cada
farmaco isolado foram previamente determinados, como descritos
anteriormente. As CEsp foram usadas para determinar as concentracdes
maximas dos farmacos individuais, assegurando que a CEso estivesse no
ponto médio da diluicdo seriada (base 2). Os farmacos estudados foram
dissolvidos em seus respectivos solventes e diluidos em meios de cultura.
As concentracdes foram preparadas nas seguintes proporcdes de farmaco
estudado e farmaco padréo: 5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5, em placas de 96
pocos e/ou 16 pocos, em duplicata. Como controles, foram usados dois
pocos ao final de cada placa contendo parasitos néo tratados.

A partir da CEso de cada associacao, foram realizados os seguintes
calculos: Concentracdo Inibitéria Fracionaria (CIF) = CEso do farmaco
combinado / CEso do farmaco individual, Somatorio da Concentragdo
Inibitoria Fracionaria (3 CIF) = CIF do farmaco A + CIF do farmaco B; Média
do Somatorio da Concentracdo Inibitéria Fracionaria (X3 CIF) = somatorio

das YCIF / 4; sendo que a X>CIF foi utilizada para classificar as
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associagdes dos farmacos avaliados. Quando a X} CIF foi menor ou igual a
0,5, a associacdo foi considerada sinérgica; quando foi maior que 0,5 e
menor ou igual a 4, a associacado foi considerada aditiva ou indiferente e
quando foi maior que 4, a associacdo foi considerada antagbnica (Odds,
2003). Os ensaios foram realizados em duplicatas e foram feitos pelo menos
dois ensaios distintos, calculando a média e o desvio padrdo entre os

experimentos.

3.8 Avaliacéo da eficacia dos farmacos em camundongos infectados

Para avaliar a eficicia dos farmacos in vivo foram utilizadas fémeas
de camundongos BALB/c (pesando de 18-22 g) previamente infectadas com
LalLuci. Para isso, 1x10° promastigotas em fase estacionaria foram
inoculados via intradérmica na base da cauda ou no coxim plantar (volume
final 20 pL), utilizando quatro ou cinco animais por grupo. Apds cinco
semanas do indculo, quando ja havia se estabelecido enduracdo da leséo ou
presenca de tumor da lesdo ou pequena Ulcera, as lesdes foram medidas, 0s
animais foram distribuidos em grupos de forma homogénea e o tratamento
foi iniciado (Miguel, 2011; Trinconi et al., 2016). Os farmacos testados neste
estudo foram amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan, por via tépica e/ou
via sistémica.

A progresséo da doenca foi avaliada a cada sete dias, com medidas
em mm utilizando um paquimetro (MARBERG). O tamanho da lesdo foi
mensurado através da diferenca entre a medida da espessura do coxim
plantar da pata infectada e da pata sadia (quando infectados na pata), e
através do volume da lesdo da cauda (quando infectados na cauda). O peso
corporeo de cada animal também foi avaliado semanalmente, para controle
interno dos experimentos.

A eficicia do tratamento foi avaliada por meio da quantificacdo da
carga parasitaria obtida por bioimageamento (IVIS Spectrum, Caliper Life
Sciences). Para a producdo de luz, os animais receberam 75 mg/kg de

luciferina (IP) (VivoGlo Luciferin, Promega) e foram anestesiados com
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isofluorano 2,5 % (via inalatéria). Em seguida, foram transferidos para a
camara de imagem sob anestesia de isofluorano 1,5 %. Ap6s 20 minutos de
administracdo de luciferina, o0s animais foram submetidos ao
bioimageamento. A emissao de fétons foi registrada usando o modo de alta
resolucdo e a emissao total de fétons foi estabelecida em uma regido de
interesse (ROI) definida no local da lesdo. O mesmo ROI foi estabelecido
para todos os animais (Reiméo et al., 2013). Os valores foram expressos em
namero de fétons por segundo por centimetro quadrado por esterradiano
(fétons/s/cm?/sr), utilizando o software Living Image, Versdo 4.3.1 (Caliper
Life Sciences) (Reiméo et al., 2013).

3.8.1 Esquema de tratamento com amitriptilina

Os animais foram inoculados na base da cauda com Laluci,
conforme descrito anteriormente e distribuidos em dois grupos contendo
quatro animais por grupo. Os animais foram tratados com amitriptilina na
dose de 15 mg/kg/dia por via oral (VO), administrados uma vez ao dia por 14
dias consecutivos. A dose escolhida foi baseada na dose ja utilizada na
clinica para tratar depressdo, que varia de 75 a 150 mg/kg/dia (via oral)
dependendo da necessidade do paciente; j& a escolha do esquema de
administracdo teve como base a meia vida plasmética, que varia de 10 a 50
horas, com média de 15 horas (Drugs, 2017; DrugBank, 2017). Com base
nesses dados encontrados na literatura, usou-se um calculo de conversao
de doses, de acordo com Reagan-Shaw e colaboradores (2008), para
converter a dose usada em humanos para a dose equivalente em animais. O
farmaco foi solubilizado em agua filtrada e a administracdo do farmaco foi
realizada com o auxilio de uma agulha de gavagem curva em ago inox para
camundongos, utilizando volume final de 100 uL. Um grupo que néo recebeu
tratamento foi utilizado como controle do experimento. Um grupo tratado
apenas com o veiculo (agua filtrada), ja havia sido testado anteriormente e
ndo apresentou diferenca estatistica em relacdo ao grupo nao tratado. A

eficacia do tratamento foi avaliada por bioimageamento apos 14 dias do
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inicio do tratamento e a progressdo da doenca foi avaliada semanalmente,

utilizando paquimetro.

3.8.2 Esquemas de tratamento com econazol

No experimento utilizando econazol, os animais foram inoculados na
base da cauda, distribuidos em quatro grupos contendo cinco animais por
grupo e o farmaco foi solubilizado em uma solucao (veiculo) composta por
15% de cremofor, 10% de etanol e 75% de PBS como descrito por Ferreira
(2014). Testes com animais infectados e tratados apenas com veiculo ja
haviam sido realizados anteriormente, sem nenhuma diferenca estatistica
em relagdo ao grupo néo tratado. A escolha das doses foi baseada no
estudo realizado por Gupta e colaboradores (2015). Um grupo que néao
recebeu tratamento foi utilizado como controle do experimento. Os demais
grupos foram tratados com 2,5 mg/kg/dia, 5 mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia (VO),
administrados uma vez ao dia por 28 dias. A eficdcia do tratamento foi
avaliada por bioimageamento apds 28 dias do inicio do tratamento e a

progressao da doenca foi avaliada semanalmente, utilizando paquimetro.

3.8.3 Esquemas de tratamento com sertralina

Trés experimentos foram realizados utilizando sertralina por
diferentes vias e doses. A dose de sertralina usada na clinica para tratar
depressdo pode variar de 50 a 200 mg/kg/dia (via oral) dependendo da
necessidade do paciente e sua meia vida plasmatica é de aproximadamente
25 horas (Drugs, 2017; DrugBank, 2017). Com base nesses dados optou-se
por converter a dose humana para a dose equivalente no modelo animal,
utilizando os calculos de conversdo de acordo com Reagan-Shaw e
colaboradores (2008). No primeiro experimento, os animais foram inoculados
com LalLuci no coxim plantar da pata esquerda traseira e o farmaco foi

solubilizado em &gua estéril. Testes com animais infectados e tratados
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apenas com veiculo ja haviam sido realizados anteriormente, sem nenhuma
diferenca em relagdo ao grupo néo tratado. Os animais foram tratados com
20 doses, administrados uma vez ao dia durante 28 dias, com intervalos de
dois dias a cada cinco dias de tratamento. Os animais foram distribuidos em
cinco grupos, com quatro animais em cada grupo e receberam as seguintes
doses: 30 mg/kg/dia (VO), 30 mg/kg/dia (IP), 10 mg/kg/dia (VO) e 10
mg/kg/dia (IP). Um grupo sem tratamento também foi utilizado como
controle. A eficacia do tratamento foi avaliada por bioimageamento apos 28
dias do inicio do tratamento e a progressdo da doenca foi avaliada
semanalmente, utilizando paquimetro.

No segundo experimento, 0s animais também foram inoculados com
LaLUC no coxim plantar da pata esquerda traseira e o farmaco sertralina foi
solubilizado em &gua estéril. Os animais foram tratados por 14 dias
consecutivo, distribuidos em trés grupos, com cinco animais em cada grupo
e receberam as seguintes doses: sertralina 40 mg/kg/dia (VO) e sertralina 30
mg/kg/dia (VO). Um grupo sem tratamento foi utilizado como controle. A
eficAcia do tratamento foi avaliada por bioimageamento apés 14 dias do
inicio do tratamento e a progressdo da doenca foi avaliada semanalmente,
utilizando paquimetro.

No terceiro experimento, este utilizando formulacfes tdpicas, o0s
animais foram inoculados na base da cauda com a finalidade de facilitar a
administracdo da formulacédo e dificultar sua retirada pelos animais. Os
animais foram distribuidos em trés grupos contendo quatro animais por
grupo e acondicionados individualmente em caixas contendo papel
absorvente estéril. Em relacdo as formulacbes, um creme base (polawax
4%, propilenoglicol 4%, EDTA 0,05%, metilparabeno 0,015%, propilparabeno
0,05%, éacido caprilico 1%, e agua miliQ QSP) foi preparado contendo
miristato de isopropila 5%, agente que favorece a permeacao do farmaco na
pele, ou seja, uma formulacdo creme base com agente permeante. Estas
formulacdes foram preparadas e fornecidas pelo prof. Dr. Humberto Gomes
Ferraz (Universidade de Sao Paulo, SP). Os animais foram tratados duas

vezes ao dia por 28 dias consecutivos. Um grupo sem tratamento foi
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utilizado como controle do experimento e outro grupo recebeu apenas
tratamento com creme base com agente permeante, como controle de
veiculo. Outro grupo recebeu tratamento com creme base com agente
permeante contendo sertralina 1%. A eficacia do tratamento foi avaliada por
bioimageamento apods 28 dias do inicio do tratamento e a progressdo da

doenca foi avaliada semanalmente, utilizando paquimetro.

3.8.4 Esquemas de tratamento com triclosan

Dois experimentos foram realizados utilizando formulacdes com
triclosan.

No primeiro experimento, o esquema de tratamento foi realizado
com as mesmas formulacdes creme base descritas anteriormente, porém as
formulacbes ndo continham o0 agente permeante (miristato). Duas
formulacbes foram testadas neste experimento: i) uma formulagdo creme
base sem agente permeante (utilizada como controle de veiculo) e ii) uma
formulacdo creme base sem agente permeante contendo triclosan 1%. Os
animais foram infectados com L. (L.) amazonensis, na base da cauda e
distribuidos em trés grupos contendo quatro animais por grupo, onde foram
acondicionados individualmente, como ja descrito. Na literatura, encontram-
se formulagbes utilizando triclosan até 1%, por isso essa porcentagem foi
escolhida (DrugBank, 2017). Os animais foram tratados uma vez ao dia por
14 dias consecutivos. Um grupo nao tratado foi utilizado como controle do
experimento. A eficacia do tratamento foi avaliada por bioimageamento apos
14 dias e a progressdo da doenca foi avaliada semanalmente, utilizando
paguimetro.

No segundo experimento, foram utilizados animais sadios para
avaliar possivel dano causado pela formulagcdo creme base sem agente
permeante contendo triclosan 1%. Como controles, um grupo néo tratado e
um grupo tratado apenas com formulacdo creme base sem agente
permeante (controle de veiculo) foram utilizados. Os animais receberam

tratamento uma vez ao dia durante 14 dias consecutivos. O peso corporeo
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de cada animal também foi avaliado semanalmente, para correlacionar a
possivel toxicidade da formulagéo. Apds o término do tratamento, os animais
foram eutanasiados e foi realizada necropsia e colheita de fragmentos de
baco, figado, rim, pulmao, coracdo e cauda. Os fragmentos foram fixados
em formalina tamponada 10% por 24 horas e encaminhados ao Nucleo de
Patologia Quantitativa do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz para
realizacdo dos exames anatomopatologicos (Tempone et al.,, 2017).
Primeiramente, foi feita a macroscopia, com relato dos fragmentos recebidos
e suas medidas, e posicionamento dos mesmos em cassetes histologicos.
Posteriormente, o material foi processado histologicamente, em
concentracfes crescentes de alcool e xilol, para posterior inclusdo em bloco
de parafina. Os blocos passaram por microtomia para obtencdo de cortes
com 3 um de espessura, que foram colocados em laminas de vidro e
corados por hematoxilina-eosina. Realizou-se a avaliacao histopatoldgica,
com descricdo das principais lesBes, caracterizacdo dos processos

inflamatorios por tipo celular envolvido e intensidade.

3.9 Andlises estatisticas

A CEso dos farmacos testados foi determinada por meio de curvas
sigmoidais dose-resposta, utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.0.
Diferencas entre amostras foram comparadas com controles e
estatisticamente avaliadas através do teste t de Student (Mann Whitney test)
ou One-way ANOVA (Tukey's Multiple Comparison Test) para determinagéo

do valor de p. O valor de p<0,05 foi considerado significativo.
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4. Resultados

4.1 Determinacdo da atividade anti-Leishmania (in vitro e ex vivo) e

citotoxicidade

A atividade dos farmacos testados contra formas promastigotas de
L. (L.) amazonensis foi determinada pelo método colorimétrico de MTT. Apos
48 horas de incubacao, todos os farmacos testados apresentaram 100% de
morte dos parasitos na concentracdo maxima testada e apresentaram
valores de CEso que variaram 0,11 a 51,48 uM, sendo anfotericina B
(farmaco padrdo) e sertralina os farmacos mais ativos, enquanto que
triclosan foi o farmaco menos ativo contra promastigotas (Tabela 1).

Todos os farmacos testados apresentaram atividade contra formas
amastigotas intracelulares. Duas metodologias foram aplicadas para
determinar a CEso dos farmacos anfotericina B, amitriptilina, miltefosina e
sertralina: contagem de macréfagos tratados e infectados sob microscopia
Optica e método de deteccdo de luminescéncia utilizando parasitas que
expressam luciferase. Ambas as metodologias mostraram resultados
semelhantes, conforme apresentado na Tabela 1. Dentre os farmacos
testados, anfotericina B e sertralina se apresentaram mais ativos, com
valores préximos de 0,02 e 4 uM, respectivamente, enquanto triclosan e
amitriptilina se mostraram menos ativos, com valores proximos de 16 e 24
MM (Tabela 1).

A citotoxicidade dos farmacos frente as células NCTC foi
determinada apés 48 horas de tratamento pelo método de MTT. Todos o0s
farmacos apresentaram citotoxicidade, sendo sertralina o farmaco que
apresentou o menor valor de CEso 18,79 uM (maior citotoxicidade) e
anfotericina B o maior valor CEso 248,75 puM (menor citotoxicidade).
Considerando a relagcéo entre atividade anti-Leishmania e citotoxicidade em
células de mamifero, pode-se observar que amitriptilina apresentou o maior
indice de Seletividade dentre os farmacos testados, com valor superior a 5.

Os farmacos padrbes (anfotericina B e miltefosina) também foram incluidos
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nos ensaios de citotoxicidade, sendo que anfotericina B e miltefosina
mostraram indice de Seletividade superior aos demais farmacos (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de CEso e IS dos farmacos estudados e farmacos padroes
contra Leishmania (L.) amazonensis e células de mamiferos NCTC clone
929.

CEso (UM) + DP
farmacos

promastigotas amastigotas® amastigotas® NCTC IS

amitriptilina 7,30 +1,22 2480+0,84 2193+5,81 130,25+ 247 5,25

econazol 8,86 + 0,38 14,39 + 3,57 ND 31,17 + 8,33 2,17
sertralina 1,50 + 0,42 455+ 0,27 3,17 £ 0,77 18,79 + 5,51 4,13
triclosan 51,48 + 5,98 16,58 + 5,75 ND 57,04 £5,40 3,44

anfotericina B 0,11 + 0,04 0,02 £ 0,01 0,01 £0,01 248,75+ 7,71 14214,29

miltefosina 12,38 + 3,96 6,01 + 1,46 433+0,86 157,45+24,11 26,20

CEso: concentracgéo efetiva 50%; DP: desvio padrdo; IS: Indice de seletividade (raz&o entre CEso em
células NCTC e CEso em amastigotas intracelulares determinado por contagem de macréfagos
tratados e infectados); ND: ndo determinado; 2ensaio de amastigotas intracelulares determinado por
contagem de macrdfagos tratados e infectados; Pensaio de amastigotas intracelulares determinado por
luminescéncia.

4.2  Amitriptilina

Com base nos resultados mostrados na Tabela 1, pode-se observar
que o farmaco amitriptilina foi o farmaco que apresentou maior indice de
seletividade dentre os farmacos avaliados neste trabalho. Diante disso este
farmaco foi selecionado para realizacdo de outros estudos in vitro, ex vivo e

in vivo.

4.2.1 Avaliagdo do mecanismo de agcdo em L. (L.) amazonensis
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4.2.1.1 Alteracdo da integridade da membrana plasmatica

A avaliacdo da integridade da membrana plasmatica foi realizada por
meio da sonda iodeto de propideo, visando avaliar se amitriptilina € capaz de
induzir alteracbes na membrana plasmatica parasitaria durante os primeiros
60 minutos de incubacdo com o farmaco, uma vez que esta sonda se torna
mais fluorescente quando € ligada ao DNA, indicando ruptura, poro ou
alteracdo na integridade da membrana plasmatica das células. A
permeabilizacdo maxima desse experimento foi obtida utilizando o
detergente Triton-X 100, mostrando alteracdo significativa na membrana
plasmética (***p < 0,0001) quando comparado as células nado tratadas.
Promastigotas nao tratados foram usados como controle para obtencdo da
fluorescéncia basal. Durante as leituras realizadas a cada dez minutos,
pode-se observar que o farmaco amitriptilina ndo apresentou aumento no
influxo da sonda. Ocorreu um aumento ndo significativo de 3% na
fluorescéncia apds 60 minutos de incubacdo com amitriptilina quando
comparado ao controle ndo tratado, mostrando que ndo houve alteracao na
integridade da membrana plasmatica no periodo e nas condicdes avaliadas
(Figura 11).
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Figura 11: Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de
promastigotas de L. (L.) amazonensis ap0s o tratamento com amitriptilina,
utilizando iodeto de propideo. Formas promastigotas foram tratadas com
amitriptilina na concentracéo correspondente a CEso do farmaco. Controles
contendo células ndo tratadas e células tratadas com Triton-X 100 foram
utilizados. O valor de p € representado por *** (p< 0,0001) e representa
diferenca estatistica em relacdo ao controle ndo tratado. As barras
representam a média e o desvio padrdo das duplicatas de um ensaio

representativo.

4.2.1.2 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial

Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial em
promastigotas de L. (L.) amazonensis, foi utilizada a sonda rodamina 123 por
meio de citometria de fluxo. Promastigotas tratados com amitriptilina na
concentracdo correspondente ao seu CEso por 30 e 60 minutos foram
avaliados, bem como parasitos ndo tratados (controle de mitocéndrias
ativas, polarizadas) e parasitos tratados com FCCP (controle de
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial). Parasitos nao
marcados também foram utilizados como controle interno do experimento. O
farmaco amitriptiina mostrou reducdo de aproximadamente 90% de
unidades de fluorescéncia nos dois periodos avaliados em relacdo aos

parasitos néo tratados (**p < 0,002; ***p < 0,0004), indicando que houve
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despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial apdés 30 e 60
minutos de incubacdo com amitriptilina. O controle positivo tratado com
FCCP mostrou uma reducéo significativa de aproximadamente 85% em

relagdo as células nao tratadas (**p < 0,002; ***p < 0,0004) (Figura 12).
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Figura 12: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial utilizando
rodamina 123 por citometria de fluxo. Formas promastigotas foram tratadas
com amitriptilina na concentracdo correspondente ao CEso do farmaco por
30 e 60 minutos. Controles contendo parasitas néo tratados e parasitos
tratados com FCCP foram utilizados. Histograma mostrando em preto a
fluorescéncia das células ndo tratadas e ndo marcadas; na cor verde as
células nao tratadas e marcadas; na cor vinho as células tratadas com FCCP

e marcadas; na cor rosa as células tratadas com amitriptilina e marcadas, no
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periodo de 30 e 60 minutos (A). Grafico representando a média das
unidades de fluorescéncia e o desvio padrédo das duplicatas de um
experimento representativo. O valor de p é representado por ** (p < 0,002) e
*** (p < 0,0004) e indica diferenca significativa em relacdo ao controle nao
tratado de 30 e 60 minutos (B). AMT: amitriptilina.

4.2.1.3 Alteracdo na producao de espécies reativas de oxigénio

Para avaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio foi usado a
sonda H2DCF-DA. Parasitos ndo tratados e parasitos tratados com azida
sédica por 60 minutos foram usados como controles. O controle contendo
parasitos nao tratados foi usado para indicar a producdo basal de espécies
reativas de oxigénio. Ja os parasitos tratados com azida sédica foram
usados para representar as células com aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio, com aumento significativo em relagéo ao grupo controle
(***p < 0,0001). Apds a incubagdo com amitriptilina por 60 minutos, nota-se
que as unidades de fluorescéncia permaneceram semelhantes as unidades
de fluorescéncia das células néo tratadas, ou seja, mostra que ndo houve
aumento ou reducdo na producdo de espécies reativas de oxigénio (Figura
13).
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Figura 13: Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
utilizando a sonda H2DCF-DA. Formas promastigotas foram tratadas com
amitriptilina no valor de CEso por 60 minutos. Controles com células néo
tratadas e células tratadas com azida sodica também foram utilizados. O
valor de p é representado por *** (p<0,0001) e indica diferenca estatistica
em relacdo ao controle ndo tratado. A barra representa a média e o desvio
padrao das duplicatas de um experimento representativo. AMT: amitriptilina.

4.2.1.4 Alteracdes ultraestruturais

Para avaliar as alteracdes ultraestruturais foram usadas formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com amitriptiina na
concentracédo correspondente ao valor da CEso por 15, 30 e 60 minutos.
Promastigotas néo tratados foram utilizados como controle do experimento
(Figura 14 A). Nota-se que as células ndo tratadas possuem nucleo (n),
membrana plasmatica (mp) e kinetoplasto (k) preservado. Na Figura 14 B
sdo mostradas imagens representativas de promastigotas tratados com
amitriptilina por 15 minutos. Pode-se observar que a mitocéndria e cristas do
parasita estdo alteradas, indicada pelas setas, a membrana plasmatica
parece nao estar alterada e o formato celular encontra-se alterado,
assemelhando-se ao formato ovoide caracteristico de formas amastigotas.
Na Figura 14 C e D sdo mostradas imagens de parasitos tratados com

amitriptilina por 30 e 60 minutos, respectivamente, onde se nota que as
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mitocondrias estdo aumentadas e que ha aumento de restos de organelas
dentro e fora das células.

Figura 14: Andlise ultraestrutural de promastigotas tratados com amitriptilina
na concentracdo correspondente ao valor da CEso por 15, 30 e 60 minutos.
Imagens adquiridas por microscopia eletrbnica de transmissao.
Promastigotas nao tratados (A: barra 1um). Promastigotas tratados com
amitriptilina por 15 minutos (B: barra 1um), 30 minutos (C: barra 1um) e 60
minutos (D: barra 1um). k: kinetoplasto, n: nucleo e mp: membrana
plasmatica. Aumento 15.000X.
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4.2.2 Associagdes entre amitriptilina e fArmacos padroes

ApOGs determinar a atividade in vitro e ex vivo de amitriptilina, e
estudar o possivel mecanismo de acdo leishmanicida, foram realizados
ensaios de associacOes terapéuticas com a finalidade de investigar a
possibilidade de existéncia de sinergismo ou aditismo, antes de iniciar
estudos experimentais em camundongos. As associagbes in vitro entre
amitriptilina e os farmacos padrdoes anfotericina B e miltefosina foram
avaliadas em formas promastigotas e amastigotas intracelulares utilizando o
método do isobolograma de proporg¢des fixas modificado, apds 48 horas de
incubacdo. Ao final de cada experimento de associacdo, foram geradas
curvas dose-resposta, correspondendo as diferentes propor¢cées em que 0s
farmacos foram testados (5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5). As curvas obtidas a
partir das associacdes entre os farmacos mencionados em formas
promastigotas e amastigotas sdo mostrados nas Figuras 15 e 16,

respectivamente.

71



>

= amitriptilina (5:0)
100 v amitriptilina (4:1)
* amitriptilina (3:2)
+  amitriptilina (2:3)
50 * amitriptilina (1:4)

¢ anfotericina B (4:1)

o anfotericina B (3:2)

o anfotericina B (2:3)

%sobrevida de promastigotas

J - - .
-4 -2 0 5 & anfotericina B (1:4)

log da concentragdo (uM) v anfotericina B (0:5)

(9]

= amitriptilina (5:0)
1004 v amitriptilina (4:1)
e amitriptilina (3:2)
+ amitriptilina (2:3)
50+ * amitriptilina (1:4)
o miltefosina (1:4)

o miltefosina (2:3)

o miltefosina (3:2)

%sobrevida de promastigotas

T T T . . .
-2 1 0 1 > s miltefosina (4:1)

log da concentracédo (uM) v miligfosina (0:5)
Figura 15: Curvas dose-resposta geradas pelas associacfes entre
amitriptilina e os farmacos padrdes anfotericina B (A) e miltefosina (B) em
formas promastigotas de L. (L. amazonensis. Resultados de um

experimento representativo.
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Figura 16: Curvas dose-resposta geradas pelas associacfes entre
amitriptilina e farmacos padrbes anfotericina B (A) e miltefosina (B) em
formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis. Resultados de um

experimento representativo.
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Na Tabela 2 e 3, pode-se observar que os valores de CEso do
farmaco “A” (amitriptilina) diminuiram conforme se aumentou a dose do
farmaco “B” (anfotericina B e miltefosina) e vice-versa, sendo esse
comportamento caracteristico de interacdes classificadas como aditivas ou
indiferentes. Baseando-se ainda nesses valores, foi possivel calcular as CIF
das associagbes, YCIF e XZCIF (Tabelas 2 e 3). Os valores de ZCIF
variaram de 1,01 a 2,29 e os valores de XX2CIF variaram de 1,03 a 1,78. De
acordo com os valores de XZCIF, que representam o comportamento geral
da associacdo, as interagcbfes foram classificadas como aditivas ou
indiferentes, mostrando valores entre 0,5 e 4 (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2: Valores de CEso, CIF, > CIF e XXCIF gerados pela associacdo
entre amitriptilina e os farmacos padrdes anfotericina B e miltefosina em

formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

farmacos proporgao CEso da associagdo (uM) CIF da >CIF X3 CIF
associados (x DP) associagao
A B A B A B A B A+B
5 0 6,73+ 1,73
o 4 1 5,98 £ 0,69 0,02 £0,01 0,89 0,33 1,22
é _E 3 2 4,36 +0,15 0,03 £ 0,00 0,65 0,50 1,15
g 2 2 3 2,82+0,19 005£001 042 08 125
E g 1 4 1,29+0,17 0,06 + 0,01 0,19 1,00 1,19
° 0 5 0,06 = 0,00 - - - 1,20
5 0 6,82+ 1,34
4 1 6,28 £1,70 1,57 £ 0,42 0,92 0,12 1,04
é .g 3 2 514 +1,32 3,43+0,88 0,75 0,27 1,02
-g' “E_, 2 3 3,99 £ 0,45 5,98 + 0,66 0,58 0,46 1,04
E E 1 4 2,21+0,18 8,86 + 0,74 0,32 0,69 1,01
0 5 12,91 £ 4,14 - - - 1,03

CEso: Concentragdo Efetiva 50%; CIF: concentracdo inibitéria fracionaria; Y CIF: somatério da
concentragédo inibitéria fracionaria; X3 CIF: média do somatério das concentragdes inibitorias
fracionarias; DP: desvio padrao.
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Tabela 3: Valores de CEso, CIF, > CIF e XZCIF gerados pela associagao
entre amitriptilina e os farmacos padrfes anfotericina B e miltefosina em
macréfagos infectados com amastigotas intracelulares de L. (L.)

amazonensis.

farmacos proporgao CEs da associagéo (uM) CIF da >CIF X>CIF
associados (xDP) associagéo
A B A B A B A B A+B
5 0 21,26 £ 6,70 - - - -
4 1 23,18 + 14,59 0,01 + 0,00 1,09 0,50 1,59
e E 3 2 20,00 + 18,05 0,01 +0,01 0,94 0,50 1,44
3 S 2 3 16,72 + 18,28 0,03 +0,03 0,79 1,50 2,29
'g é 1 4 6,42 + 7,56 0,03 + 0,03 0,30 1,50 1,80
® 0 5 0,02 +0,03 - - - 1,78
5 0 28,50 + 2,93 - - - -
4 1 27,78 +17,73 1,39 +0,89 0,97 0,64 1,61
é .g 3 2 17,58 + 13,91 2,34+1,85 0,62 1,07 1,69
-g' ‘:q:cj 2 3 9,57 + 8,55 2,87 +2,56 0,34 1,32 1,66
.E E 1 4 3,32+3,21 2,66 + 2,57 0,12 1,22 1,34
0 5 - 2,18 £ 0,99 - - - 1,58

CEso: Concentragdo Efetiva 50%; CIF: concentragédo inibitéria fracionaria; ) CIF: somatério da
concentragdo inibitoria fracionaria; X>CIF: média do somatério das concentragdes inibitorias
fracionarias; DP: desvio padrao.

Os isobologramas obtidos a partir da associacéo entre amitriptilina e
os farmacos padrdes sdo apresentados nas Figuras 17 e 18. Os pontos
correspondentes as CIF das associacbes foram ligados por uma linha de
tendéncia que se situou no intervalo entre 0,5 e 4 (linha pontilhada),
mostrando que valores menores ou iguais a 0,5 sdo considerados
sinérgicos, enquanto que valores entre 0,5 e 4 sdo considerados aditivos ou
indiferentes e valores maiores do que 4 sao considerados antagoOnicos.
Considerando essa classificagcdo mais conservadora, ndo foi observado

sinergismo em nenhuma das associagoes.
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Figura 17: Isobologramas gerados com base nos valores de CIF da

associacdo entre amitriptilina e os farmacos padrbes anfotericina B (A) e

miltefosina (B) em promastigotas de L. (L.) amazonensis. Os pontos

correspondentes as CIF das associa¢gOes foram ligados por uma linha de

tendéncia que se situou no intervalo entre 0,5 e 4, o qual foi identificado

pelas linhas pontilhadas. Os valores representam a média de dois

experimentos independentes.
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Figura 18: Isobologramas gerados com base nos valores de CIF da
associacdo entre amitriptilina e os farmacos padrées anfotericina B (A) e
miltefosina (B) em amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis. Os
pontos correspondentes as CIF das associacdes foram ligados por uma linha
de tendéncia que se situou no intervalo entre 0,5 e 4, o qual foi identificado
pelas linhas pontilhadas. Os valores representam a média de dois

experimentos independentes.
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4.2.3 Avaliagdo da efichcia da amitriptiina no tratamento de
camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonenis

Foram realizadas infec¢cdes experimentais de camundongos BALB/c
com L. (L.) amazonensis visando verificar a eficacia da amitriptilina in vivo.
Apés cinco semanas de infeccdo, os animais foram tratados com amitriptilina
na dose de 15 mg/kg/dia (VO) por 14 dias consecutivos e estes foram
comparados com um grupo nao tratado, o qual foi utilizado como controle do
experimento. A progressédo da infeccdo e a carga parasitaria nos grupos
experimentais foram registradas por meio da medida da lesédo e da
bioluminescéncia in vivo, respectivamente. Com relacdo ao tamanho da
lesdo, no grupo tratado com amitriptilina houve uma reducdo de 5% no 14°
dia de tratamento e de 9% no 28° dia (14 dias ap6s o término do
tratamento), quando comparado com o grupo nao tratado (Figura 19). J4& em
relacdo a carga parasitaria, esta foi mensurada no 14° dia de tratamento por
bioimageamento, onde observou-se uma reducdo de 4% no grupo tratado
com amitriptilina em relagdo ao grupo nao tratado (Figuras 20 e 21). No
entanto, ndo houve diferenca estatistica entre o grupo tratado e o grupo néo
tratado em relacdo ao tamanho da lesé@o e a carga parasitaria.
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Figura 19: Evolugdo clinica do tamanho das les6es de camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis tratados ou ndo com 15 mg/kg/dia de
amitriptilina (VO). O tempo zero indica o inicio do tratamento, ou seja, apos 5
semanas de infeccdo. Os pontos indicam a média e o desvio padrdo das
medidas das lesGes dos animais de cada grupo. O tratamento foi realizado

por 14 dias. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (n = 4/grupo).
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Figura 20: Determinacdo da carga parasitaria no grupo de camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis tratados com amitriptilina 15 mg/kg/dia
(VO) apos 14 dias de tratamento em comparacdo com 0 grupo nao tratado
(controle). A carga parasitaria foi determinada por bioluminescéncia da
lesdo. As barras indicam a média e o desvio padrao bioluminescéncia das
lesbes dos animais de cada grupo. N&o houve diferenca estatistica entre os

grupos. p/s/cm?sr: fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano.
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AMT 15

pl/sicm2/sr

Figura 21: Imagem de bioluminescéncia de camundongos infectados com L.
(L.) amazonensis nao tratados (controle) e tratados com amitriptilina 15
mg/kg/dia  (VO) apdés 14 dias de tratamento.  p/s/cm?/sr:

fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano.

4.3 Econazol

Diante dos resultados apresentados na Tabela 1, realizou-se a

associacao de farmacos e testes em animais com o farmaco econazol.

4.3.1 Associacédo entre econazol e miltefosina

Realizou-se a associacéo terapéutica entre os farmacos econazol e
miltefosina em formas amastigotas intracelulares, através do método do
isobolograma de propor¢des fixas modificado, apds 48 horas de incubacao.
Ao final do experimento, foram geradas curvas dose-resposta,
correspondendo as diferentes propor¢cdes em que os farmacos foram
testados (5:0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 e 0:5). As curvas obtidas na associacao entre

econazol e miltefosina em formas amastigotas sdo mostradas na Figura 22.
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Figura 22: Curvas de dose-resposta geradas pela associagdo entre
econazol e miltefosina em formas amastigotas intracelulares de L. (L.)

amazonensis. Resultado de um experimento representativo.

Na Tabela 4, observa-se que os valores de CEso do farmaco
econazol e miltefosina vao reduzindo, conforme se aumenta a dose do outro
farmaco, sendo este comportamento caracteristico em interacdes aditivas ou
indiferentes. Com base ainda nos valores apresentados na Tabela 4, pode-
se notar que a associagao de econazol e miltefosina na proporgéo de 2:3
ficou proximo ao valor sinérgico, apresentando o valor de 0,56. Os valores
de 2CIF variaram de 0,56 a 1,23 e o valor da XXCIF foi de 0,95. De acordo
com o valor da X:CIF, essa associagao foi classificada como aditiva ou

indiferente, mostrando valor maior que 0,5 e menor ou igual a 4.
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Tabela 4: Valores de CEso, CIF, Y CIF e X:CIF gerados pela associagao

entre econazol e miltefosina em formas amastigotas intracelulares de L. (L.)

amazonensis.

farmacos proporgao CEs da associagéo (uM) CIF da >CIF X3 CIF
associagéo
associados (xDP)
A B A B A B A B A+B
5 0 13,36 £1,46
4 1 13,31+ 0,49 1,67 + 0,06 1,00 0,13 1,13
© 3 2 12,24 £ 0,23 4,08 £ 0,08 0,92 0,31 1,23
© c
S 2
S ko) 2 3 4,24+ 0,30 3,19+0,22 0,32 0,24 0,56
g %
1 4 3,89+0,17 7,79+0,33 0,29 0,59 0,88
0 5 - 13,13 +1,51 0,95

CEso: Concentrag@o Efetiva 50%; CIF: concentracdo inibitéria fracionaria; ) CIF: somatério da
concentracdo inibitéria fracionaria; XY CIF: média do somatdrio das concentragdes inibitorias

fracionarias; DP: desvio padrao.

O isobolograma gerado a partir da associacdo entre econazol e

miltefosina indicou uma interacédo do tipo aditiva ou indiferente (Figura 23).

Os pontos correspondentes ao ) CIF das associacdes foram ligados por uma

linha de tendéncia que se situou no intervalo entre 0,5 e 4 (linha pontilhada).
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Figura 23: Isobolograma gerado com base nos valores de CIF da
associagao entre econazol e miltefosina em amastigotas intracelulares de L.
(L.) amazonensis. 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, o
qual foi identificado pelas linhas pontilhadas. Os valores representam a

média de dois experimentos independentes.

4.3.2 Eficacia do econazol no tratamento de camundongos BALB/c

infectados com L. (L.) amazonensis

Um estudo visando avaliar a eficacia do econazol no tratamento de
camundongos infectados com L. (L.) amazonensis foi realizado e os
resultados foram avaliados por meio da medida da lesdo e da carga
parasitaria. Os animais foram inoculados na base da cauda e apd0s cinco
semanas de infecc¢do, os animais foram distribuidos em 4 grupos, sendo que
trés grupos foram tratados com econazol nas doses de 2,5 mg/kg/dia, 5
mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia (VO) uma vez ao dia por 28 dias consecutivos e
um grupo nao recebeu tratamento (controle). Os resultados obtidos em
relacdo a medida de lesédo indicaram que no 14° dia de tratamento, houve

reducdo de 4%, 11% e 18% nos grupos tratados com econazol 2,5
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mg/kg/dia, 5 mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia, respectivamente, quando
comparados ao grupo ndo tratado. J4 no 28° dia de tratamento, a reducéo
da medida foi de 8% e 20% nos grupos tratados com econazol 5 mg/kg/dia e
10 mg/kg/dia, respectivamente, quando comparados ao grupo nao tratado
(Figura 24). Quando se observa os resultados obtidos na avaliacdo da carga
parasitaria por bioimageamento no 28° dia de tratamento, a reducgédo foi de
14%, 34% e 75% nos grupos tratados com econazol 2,5 mg/kg/dia, 5
mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia, respectivamente, quando comparados ao grupo
ndo tratado (Figura 25 e 26). N&o houve diferenga estatistica significativa
entre grupos tratados e grupo controle considerando a medida da leséo e a

carga parasitaria.

5 -o- controle
o ECO 2,5 mg/kg/dia
£ -4 ECO 5 mg/kg/dia
3 —~ ECO 10 mg/kg/dia
3
©
©
o
e
C
@©
S
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2 T T T T
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Figura 24: Evolugdo clinica do tamanho das lesdes em camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis tratados com econazol 2,5, 5 e 10
mg/kg/dia (VO). O tempo zero indica o inicio do tratamento, ou seja, apos 5
semanas de infec¢cdo. Os pontos indicam a média e o desvio padrdo das
medidas das lesdes dos animais de cada grupo. N&o houve diferenca
estatistica entre os grupos. (n = 4/grupo).
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Figura 25: Determinacdo da carga parasitaria nos grupos de camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis tratados com econazol 2,5 mg/kg/dia, 5
mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia (VO) apds 28 dias de tratamento e no grupo nao
tratado (controle). A carga parasitaria foi determinada por bioluminescéncia
da leséo. As barras indicam a média e o desvio padrdo da bioluminescéncia
das lesGes dos animais de cada grupo. Nao houve diferenca estatistica entre

0s grupos. p/s/cm?sr: fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano.
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Figura 26: Imagem de bioluminescéncia de camundongos infectados com L.
(L.) amazonensis nao tratados (controle) e tratados com econazol 2,5
mg/kg/dia, 5 mg/kg/dia e 10 mg/kg/dia (VO) apds 28 dias de tratamento.
p/sicm?/sr: fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano.



4.4  Sertralina

Com base nos resultados indicados na Tabela 1, foi constatada a
atividade in vitro e ex vivo do farmaco sertralina e em seguida foram

realizados ensaios de associag0es terapéuticas e testes em animais.

4.4.1 AssociacOes entre sertralina e os farmacos padrdes

As associacbes in vitro entre sertralina e os farmacos padrées
anfotericina B e miltefosina foram avaliadas nas formas promastigotas e
amastigotas intracelulares utilizando o método do isobolograma, como
descrito anteriormente. As curvas obtidas a partir das associacfes entre
sertralina e os farmacos padrbes em formas promastigotas e amastigotas
intracelulares sdo mostradas na Figura 27 e 28, respectivamente.
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Figura 27: Curvas dose-resposta geradas pelas associacdes entre sertralina
e farmacos padrbes anfotericina B (A) e miltefosina (B) em formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis. Resultados de um experimento

representativo.
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Figura 28: Curvas dose-resposta geradas pelas associacfes entre sertralina
e farmacos padrbes anfotericina B (A) e miltefosina (B) em formas
amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis. Resultados de um

experimento representativo.
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Nas Tabelas 5 e 6, pode-se observar que os valores de CEso do

farmaco sertralina vao reduzindo, conforme se aumenta a dose do outro

farmaco, e vice-versa, sendo este comportamento caracteristico em

interacOes aditivas ou indiferentes. Os valores de 2CIF variaram de 0,72 a

1,49. De acordo com os valores de XZCIF, que variaram de 1,07 a 1,35, tais

interagcdes foram classificadas como aditivas ou indiferentes tanto nos

ensaios com promastigotas como em amastigotas intracelulares.

Tabela 5: Valores de CEso, CIF, >CIF e X3 CIF gerados pela associacdo

entre sertralina e os farmacos padrbes anfotericina B e miltefosina em

formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

farmacos proporgao CEso da associagdo (uM) CIF da >CIF X3 CIF
associagéo
associados (+DP)
A B A B A B A B A+B
5 0 1,65 +0,36
4 1 1,54 +0,33 0,01 +0,00 0,93 0,20 1,13
© ﬂ 3 2 1,26 +0,32 0,03 +0,01 0,76 0,60 1,36
= £
S § 2 3 0,99 0,40 0,04 +0,01 0,60 0,80 1,40
3 s
@ 1 4 0,48 +0,21 0,06 +0,02 0,29 1,20 1,49
0 5 0,05 +0,01 1,35
5 0 1,82 +0,43
4 1 1,62 £0,20 1,02 £0,11 0,89 0,09 0,98
o @ 3 2 1,47 £0,28 2,45 +0,47 0,81 0,22 1,03
c =
= [%]
g < 2 3 1,38 0,42 5,16 +1,54 0,76 0,47 1,23
3 %
1 4 0,82 0,23 8,15 +2,33 0,45 0,74 1,19
0 5 10,94 +3,25 1,11

CEso: Concentragdo Efetiva 50%; CIF: concentragdo inibitéria fracionaria; »CIF: somatério da
concentracdo inibitéria fracionaria; X3 CIF: média do somatério das concentragdes inibitérias

fracionarias; DP: desvio padrao.
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Tabela 6: Valores de CEso, CIF, > CIF e XY CIF gerados pelas associagdes

entre sertralina e os farmacos padrdes anfotericina B e miltefosina em

formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis.

farmacos proporgao CEs da associagéo (uM) CIF da >CIF X>CIF
associagéo
associados (xDP)
A B A B A B A B A+B
5 0 2,20 +0,95 - -
4 1 1,91 +0,11 0,01 +0,00 0,87 0,33 1,20
o a 3 2 1,66 1,29 0,01 0,01 0,75 0,33 1,08
= £
g '§ 2 3 0,86 0,70 0,01 0,01 0,39 0,33 0,72
5 S
S 1 4 0,60 +0,76 0,03 +0,03 0,27 1,00 1,27
0 5 0,03 0,03 - - 1,07
5 0 1,84 +0,90 - R
4 1 1,69 +0,81 0,84 0,41 0,92 0,30 1,22
© o 3 2 1,21 +0,67 1,62 +0,89 0,66 0,57 1,23
c =
= [%2]
g £ 2 3 0,62 +0,45 1,87 +1,34 0,34 0,66 1,00
5z
1 4 0,32 £0,11 2,54 0,90 0,17 0,90 1,07
0 5 2,82 0,84 - - 1,13

CEso: Concentragdo Efetiva 50%; CIF: concentracdo inibitoria fracionaria; 3 CIF: somatério da
concentragado inibitéria fracionaria; X3 CIF: média do somatério das concentragdes inibitorias

fracionarias; DP: desvio padréo.

Utilizando os valores de CIF, os isobologramas foram construidos

(Figura 29 e 30) e os pontos referentes a cada associagao foram ligados por

uma linha de tendéncia, que indicou o comportamento aditivo das interacdes

entre sertralina e os farmacos padroes.
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anfotericina B

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4.5
sertralina

miltefosina

1,5 2 2,5 3 3,5 4 4.5
sertralina

Figura 29: Isobologramas gerados com base nos valores de CIF das
associacbes entre sertralina e os farmacos padrbes anfotericina B e
miltefosina em formas promastigotas de L (L.) amazonensis. Os pontos
correspondentes as CIF das associa¢gfes foram ligados por uma linha de
tendéncia que se situou no intervalo de 0,5 e 4, o qual foi identificado pelas
linhas pontilhadas. Os valores representam a média de dois experimentos

independentes.
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anfotericina B

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4.5
sertralina

miltefosina

1,5 2 2,5 3 3,5 4 4.5
sertralina

Figura 30: Isobologramas gerados com base nos valores de CIF das
associacbes entre sertralina e os farmacos padrbes anfotericina B e
miltefosina em formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis. Os
pontos correspondentes as CIF das associacdes foram ligados por uma linha
de tendéncia que se situou no intervalo de 0,5 e 4, o qual foi identificado
pelas linhas pontilhadas. Os valores representam a média de dois

experimentos independentes.
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442 Avaliacdo da eficacia da sertralina no tratamento de
camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonenis

Trés experimentos foram realizados visando a avaliacdo da eficacia
da sertralina em modelo experimental de leishmaniose tegumentar. O
primeiro experimento foi realizado ap6s 5 semanas de infeccdo no coxim
plantar. Neste experimento, os camundongos foram tratados com 20 doses
de sertralina, que resultou em reducdo no tamanho da lesdo, conforme
observado na Figura 31 (A e B). Os animais tratados com sertralina 30
mg/kg/dia (VO), 30 mg/kg/dia (IP), 10 mg/kg/dia (VO) e 10 mg/kg/dia (IP)
apresentaram uma reducédo de 54%, 52%, 3% e 19% no tamanho da lesé&o,
respectivamente, quando comparados ao grupo nao tratado (controle) 14
dias ap0s inicio do tratamento. O grupo tratado com sertralina 30 mg/kg/dia
(VO) apresentou reducado significativa no tamanho da lesédo (p < 0,01)
quando comparado ao grupo ndo tratado. No 28° dia apds inicio do
tratamento, houve 41%, 22%, 8% e 3% de reducdo no tamanho da lesédo dos
animais tratados com sertralina 30 mg/kg/dia (VO), 30 mg/kg/dia (IP), 10
mg/kg/dia (VO) e 10 mg/kg/dia (IP), respectivamente, quando comparados
ao grupo néo tratado (Figura 32).

Com relacdo a carga parasitaria (Figura 33 e 34), se observa que
houve aumento de parasitas na lesdo em todos os grupos tratados com
sertralina, e esse aumento variou de 18% a 576% em relacdo ao grupo
controle (Figura 33). Houve diferenca estatistica (p < 0,02) entre 0 grupo
tratado com sertralina 10 mg/kg/dia (VO) e o grupo nao tratado. Ao final
desse experimento, também foi possivel notar que periodos prolongados de
tratamento com sertralina IP podem causar peritonite em alguns animais
(dados ndo mostrados), influenciando a absorcdo de luciferina para
realizacdo do bioimageamento. Portanto, deve-se evitar 0 uso dessa via por

periodos prolongados em futuros experimentos in vivo.
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Figura 31: Evolucdo clinica do tamanho das lesbes em camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis tratados com sertralina em comparacéo
com o grupo ndo tratado. O tempo zero indica o inicio do tratamento, ou
seja, apds 5 semanas de infec¢do. Os pontos indicam a média e o desvio
padrdo das medidas das les6es dos animais de cada grupo. * p < 0,01 em
relacdo ao grupo nao tratado. (n = 4/grupo). Sertralina foi administrada a 30
e 10 mg/kg/dia por via oral (VO), representado em (A) e intraperitoneal (IP),

representado em (B).
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Figura 32: Determinacdo da carga parasitaria em camundongos infectados
com L. (L.) amazonensis tratados com sertralina apos 28 dias de tratamento
em comparagao com o grupo nao tratado (controle). A carga parasitaria foi
determinada por bioluminescéncia da lesdo. As barras indicam a média e o
desvio padrdo da bioluminescéncia das lesbes dos animais de cada grupo.
*p < 0,02 em relacio ao grupo ndo tratado. p/s/cm?sr:
fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano. Sertralina foi
administrada a 30 e 10 mg/kg/dia por via oral (VO) e intraperitoneal (IP).
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Figura 33: Imagem de bioluminescéncia de camundongos infectados com L.
(L.) amazonensis nédo tratados (controle) e tratados com sertralina apés 28
dias de tratamento. p/sicm?/sr: fétons/segundo/centimetro
quadrado/esterradiano. Sertralina foi administrada a 30 e 10 mg/kg/dia por

via oral (VO) e intraperitoneal (IP).

No segundo experimento, a infeccdo também foi realizada no coxim
plantar. Apos 14 dias de tratamento com sertralina nas doses de 30 e 40
mg/kg/dia (VO), ndo se observou diferenca estatistica entre os grupos
tratados e grupo controle, em relagdo ao tamanho da lesdo e a carga
parasitaria (Figuras 34 a 35). No 14° dia de tratamento, houve reducédo de
50% e 41% no tamanho da lesdo nos grupos tratados com sertralina nas

doses de 30 e 40 mg/kg/dia (VO), respectivamente em relagéo ao grupo néao
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tratado. No 28° dia de tratamento, observou-se aumento de 23% e reducédo
de 11% nos grupos tratados com sertralina nas doses de 40 e 30 mg/kg/dia
(VO), respectivamente em relacdo ao grupo ndo tratado. Ao final do
tratamento (28 dias) o bioimageamento foi realizado mostrando reducéao de
13% no grupo tratado com sertralina 30 mg/kg/dia e aumento de 89% no
grupo tratado com sertralina 40 mg/kg/dia (VO) em relacdo ao grupo néo
tratado (Figura 35 e 36).

w
)

€
£ -e- controle
g 2 SER 30 mg/kg/dia (VO)
3 = SER 40 mg/kg/dia (VO)
3
2 14 / T
&8

4
g l

O T T T T
0 7 14 21 28

dias

Figura 34: Evolucdo clinica do tamanho das lesbes em camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis tratados com sertralina em comparagao
com o0 grupo ndo tratado (controle). O tempo zero indica o inicio do
tratamento, ou seja, apés 5 semanas de infeccdo. Os pontos e barras
indicam a média e o desvio padrdo das medidas das lesdes dos animais de
cada grupo. * p < 0,05 em relacdo ao grupo nédo tratado (n = 5/grupo).

Sertralina foi administrada a 30 e 40 mg/kg/dia por via oral (VO).
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Figura 35: Determinacdo da carga parasitaria em camundongos infectados
com L. (L.) amazonensis tratados com sertralina apés 14 dias de tratamento
em comparagao com o grupo nao tratado (controle). A carga parasitaria foi
determinada por bioluminescéncia de lesdo. As barras indicam a média e o
desvio padrdo da bioluminescéncia das lesbes dos animais de cada grupo.
Ndo houve diferenca estatistica entre o0s grupos. p/s/cm?sr:
fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano (média e desvio padrao).
*p < 0,05 em relagcéo ao grupo néo tratado. Sertralina foi administrada a 30 e

40 mg/kg/dia por via oral (VO).
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Figura 36: Imagem de bioluminescéncia de camundongos infectados com L.
(L.) amazonensis nédo tratados (controle) e tratados com sertralina ap6s 14
dias de tratamento. p/s/cm?/sr: fétons/segundo/centimetro
quadrado/esterradiano. Sertralina foi administrada a 30 e 40 mg/kg/dia por
via oral (VO).

No terceiro experimento, o inéculo foi realizado na base da cauda
para facilitar a administracéo das formulacdes topicas e dificultar sua retirada
pelos animais. Neste experimento as formulagdes utilizadas foram: creme
base contendo miristato (grupo utilizado como controle de veiculo) e creme
base com miristato e sertralina 1%. O miristato foi utilizado nessa formulagéo
para facilitar a permeacéo do farmaco a pele. Os animais foram tratados por
28 dias com duas aplicacdes ao dia. No 14° de tratamento houve reducéo de
8% e 9% nos grupos tratados com creme e creme com sertralina 1%,
respectivamente em relagdo ao grupo nao tratado (p < 0,002). No 28° dia

apos o tratamento, notou-se reducédo de 21% e 16% nos grupos tratados
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com creme e creme com sertralina 1%, respectivamente em relacdo ao
grupo nao tratado (p < 0,005) (Figura 37).

Com relacdo a carga parasitaria, notou-se reducao de 85% e 88%
nos grupos tratados com creme e creme com sertralina 1%, respectivamente

em relacdo ao grupo nao tratado (p < 0,005) (Figuras 38 e 39).
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Figura 37: Evolugdo clinica do tamanho das lesdes em camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis tratados com creme contendo miristato e
creme contendo miristato e sertralina 1% em compara¢cao com 0 grupo nao
tratado (controle). O tempo zero indica o inicio do tratamento, ou seja, apds
5 semanas de infeccdo. Os pontos e barras indicam a média e o desvio
padrdo das medidas das lesbes dos animais de cada grupo. **p < 0,005 em

relacdo ao grupo nao tratado. (n = 4/grupo).
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Figura 38: Determinacdo da carga parasitaria em camundongos infectados
com L. (L.) amazonensis tratados com creme contendo miristato e creme
contendo miristato e sertralina 1% apos 28 dias de tratamento em
comparacdo com o grupo nao tratado (controle). A carga parasitaria foi
determinada por bioluminescéncia da lesdo. As barras indicam a média e o
desvio padréo da bioluminescéncia das lesbes dos animais de cada grupo.
p/s/cm?sr: fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano (média e desvio

padréo). **p < 0,005 em relacédo ao grupo nao tratado.
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Figura 39: Imagem de bioluminescéncia de camundongos infectados com L.
(L.) amazonensis n&o tratados (controle), tratados com creme contendo
miristato (controle de veiculo) e tratados com creme contendo miristato e
sertralina 1% apés 28 dias de tratamento. p/slcm?/sr:

fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano.
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45 Triclosan

Com base nos resultados mostrados na Tabela 1, foi constatada a
atividade in vitro e ex vivo do farmaco triclosan e em seguida foram
realizados ensaios para avaliacdo do mecanismo de acéo leishmanicida,
associacfes terapéuticas e efichcia no tratamento de camundongos

infectados com L. (L.) amazonensis.

4.5.1 Avaliagcdo do mecanismo de acao em L. (L.) amazonensis

45.1.1 Alteracdo da integridade da membrana plasmatica

Neste estudo a sonda iodeto de propideo foi usada para avaliar se o
farmaco triclosan induz alteracdo na integridade da membrana plasmatica
parasitaria, durante os primeiros 30 minutos de incubacdo, uma vez que a
sonda aumenta a fluorescéncia quando é ligada a DNA. A permeabilizacdo
méaxima desse experimento foi obtida utilizando o detergente Triton-X 100
(controle positivo), mostrando alteracdo significativa na membrana
plasmatica (***p< 0,0001) quando comparado ao grupo controle (parasitas
nao tratados). Ja o controle utilizando promastigotas nao tratados foi usado
para obtencdo da fluorescéncia basal, descartando células alteradas na
populacdo de células em estudo. As leituras foram realizadas a cada dez
minutos e notou-se que o triclosan testado no valor da CEso apresentou
fluorescéncia aumentada desde a adicdo do farmaco, apresentando metade
da fluorescéncia méaxima em relacdo ao Triton-X 100. O influxo da sonda
aumenta progressivamente apés 10 e 20 minutos, e aos 30 minutos, Triton-X
100 e triclosan possuem fluorescéncia semelhante, com valor
estatisticamente diferente quando comparados ao grupo controle néao tratado
(p< 0,0001). Esses resultados mostram que a acdo do triclosan em
promastigotas esta diretamente relacionada a sua capacidade de causar

alteracdes na integridade da membrana plasmatica parasitaria (Figura 40).
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Figura 40: Avaliacdo da integridade da membrana plasmatica de
promastigotas de L. (L.) amazonensis apds tratamento com triclosan,
utilizando iodeto de propideo. Formas promastigotas foram tratadas com
triclosan na concentracdo correspondente a CEso do farmaco. Controles
contendo parasitas ndo tratados e parasitas tratados com Triton-X 100
também foram utilizados. O valor de p é representado por *** (p< 0,0001) e
representa diferenca estatistica em relacéo ao controle néo tratado. A barra
representa a média e o desvio padrdo das duplicatas de um ensaio

representativo.

4.5.1.2 Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial

A rodamina 123 foi usada neste experimento para avaliar o potencial
de membrana mitocondrial em promastigotas de L. (L.) amazonensis.
Usando citometria de fluxo, parasitas tratados com triclosan no valor de CEso
por 30 minutos foram avaliados, bem como parasitas nao tratados (controle
de mitocobndrias ativas) e parasitas tratados com FCCP (controle de
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial). O triclosan mostrou
reducdo de 91% nas unidades de fluorescéncia quando comparados ao
controle nao tratado (**p< 0,002). Essa reducdo foi estatisticamente
significativa, mostrando que o triclosan despolariza o potencial de membrana
mitocondrial apos 30 minutos de tratamento. O controle positivo de
despolarizacdo (parasitas tratados com FCCP) apresentou reducao
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significativa de aproximadamente 87% em relagcdo ao controle ndo tratado
(**p< 0,002) (Figura 41).
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Figura 41: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial utilizando
rodamina 123 por citometria de fluxo. Formas promastigotas foram tratadas
com triclosan na concentracdo correspondente ao CEso do farmaco por 30
minutos. Controles contendo células ndo tratadas e células tratadas com
FCCP foram utilizados. Histograma mostrando em preto a fluorescéncia dos
parasitas néo tratados e ndo marcados; na cor verde os parasitas néo
tratados e marcados; na cor vinho os parasitas tratados com FCCP e
marcados; na cor azul os parasitas tratados com triclosan por 30 minutos e
marcados (A). Grafico representando a média das unidades de fluorescéncia
e o0 desvio padrao das duplicatas de um experimento representativo. O valor
de p é representado por ** (p < 0,002) e representa diferenca estatistica em

relacéo ao controle nao tratado (B).
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4.5.1.3 Alteracdo na producao de espécies reativas de oxigénio

Para avaliar a producao de espécies reativas de oxigénio foi usada a
sonda H2DCF-DA. Parasitas nao tratados e parasitas tratados com azida
sbdica por 30 minutos foram usados como controles. Parasitas ndo tratados
foram usados para indicar a producdo basal de espécies reativas de
oxigénio. Ja os parasitos tratados com azida sodica foram usados para
representar as células com aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio, com aumento significativo em relacdo ao grupo controle
(**p<0,002). Ap6s 30 minutos de tratamento com triclosan no valor de CEso,
pode-se notar que as unidades de fluorescéncia reduziram 61% quando
comparado ao controle ndo tratado (Figura 42). Este resultado indica que
possivelmente houve influxo das espécies reativas de oxigénio (saida)
através da membrana plasmatica, possivelmente devido a perda da

integridade da membrana plasmatica induzida pelo triclosan.
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Figura 42: Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio apds o
tratamento com triclosan utilizando a sonda H2:DCF-DA. Formas
promastigotas foram tratadas com triclosan no valor de CEso por 30 minutos.
Controles contendo parasitos nédo tratados e parasitos tratados com azida
sédica também foram utilizados. O valor de p é representado por **
(p<0,002) e representa diferenca estatistica em relacdo ao controle néo
tratado. A barra representa a média e o desvio padréo das duplicatas de um

experimento representativo.
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4.5.1.4 AlteragOes ultraestruturais

Para avaliar as alteracbes ultraestruturais foram usadas formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis tratados com triclosan no valor da
CEso por 15 minutos. Promastigotas néo tratados foram utilizados como
controle do experimento (Figura 43 - A). Nota-se que 0s parasitos nao
tratados possuem nucleo (n), membrana plasmatica (mp) e kinetoplasto (k)
preservados (Figura 43 - A). Parasitos tratados com triclosan por 15 minutos
(Figura 43 - B) apresentaram ruptura na membrana plasmatica (indicada por

setas) e destruicdo da integridade das organelas.

Figura 43: Analise ultraestrutural de promastigotas tratados com triclosan na
concentracdo correspondente ao valor da CEso por 15 minutos. Imagens

adquiridas por microscopia eletrénica de transmissdo. Promastigotas nao
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tratados (A: barra 1pm) e promastigotas tratados com triclosan por 15
minutos (B: barra 2um). K: kinetoplasto, n: ndcleo e mp: membrana
plasmatica. As setas (B) indicam ruptura na membrana plasmatica e

destruicdo das organelas. Aumento 15.000X.

4.5.2 Associagao entre triclosan e miltefosina

Uma vez determinada atividade in vitro e ex vivo do triclosan, a
interacdo entre triclosan e miltefosina foi avaliada em formas amastigotas
intracelulares através de contagem de macréfagos infectados por meio de
microscopia optica. O método de isobolograma foi utilizado e as curvas de

dose-resposta foram obtidas (Figura 44).

3 triclosan (5:0)
E 100 triclosan (4:1)
HGC—) triclosan (3:2)
2 triclosan (2:3)
E 50 triclosan (1:4)
\g o miltefosina (1:4)
E o miltefosina (3:2)
8 0 o trebreny o miltefosina (2:3)
S 5 ¥ 0 1 > 3 ° miltefosina (1:4)

log da concentracdo (uM) v miltefosina (0:5)
Figura 44: Curvas de dose-resposta geradas pela associagdo entre triclosan
e miltefosina em formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis.

Resultados de um experimento representativo.

Na Tabela 7 observa-se que os valores de CEso do triclosan
reduzem, enquanto os valores de CEso de miltefosina aumentam, e vice-
versa, sendo este comportamento caracteristico de interacdes aditivas ou

indiferentes. Também observa-se que os valores Y CIF das associagbes
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variaram de 1,16 a 1,36 e que o valor da XZCIF foi de 1,26. De acordo com

o valor da XZCIF, a interagao foi classificada como aditiva ou indiferente.

Tabela 7: Valores de CEso, CIF, > CIF e XZCIF gerados pela associacio
entre triclosan e miltefosina em formas amastigotas intracelulares de L. (L.)

amazonensis.

farmacos proporgao CEs da associagéo (uUM)(+ DP) CIF da >CIF X3 CIF
associagao
associados
A B A B A B A B A+B
5 0 16,99 + 4,54
4 1 17,74 £ 0,91 2,96 £ 0,15 1,04 0,15 1,19
c o 3 2 14,36 + 1,65 6,38 0,74 0,84 0,32 1,16
S £
é é 2 3 12,36 +1,86 12,36 + 1,86 0,73 0,63 1,36
- E 1 4 6,83 +£0,31 18,23+ 0,83 0,40 0,93 1,33
0 5 - 19,68 + 2,50 - - - 1,26

CEso: Concentragdo Efetiva 50%; CIF: concentragdo inibitoria fracionaria; 3 CIF: somatério da
concentragado inibitéria fracionaria; X3 CIF: média do somatdrio das concentragdes inibitorias
fracionarias; DP: desvio padrao.

O isobolograma foi construido a partir dos valores de CIF (Figura 45)
e os pontos foram ligados por uma linha de tendéncia, que indicou a

interacdo aditiva dessa associacgao.
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miltefosina

triclosan

Figura 45: Isobolograma gerado com base nos valores de CIF da
associagao entre triclosan e miltefosina em amastigotas intracelulares de L.
(L.) amazonensis. Os pontos correspondentes as CIF das associacdes foram
ligados por uma linha de tendéncia que se situou no intervalo entre 0,5 e 4, o
qual foi identificado pelas linhas pontilhadas. Os valores representam a

média de dois experimentos independentes.

4.5.3 Eficacia do triclosan no tratamento de camundongos infectados

com L. (L.) amazonensis

Dois experimentos foram realizados utlizando formulacfes tépicas
com e sem triclosan. Em um ensaio foi avaliada a eficacia da formulacéo
creme base sem agente permeante contendo triclosan no tratamento de
camundongos infectados com L. (L.) amazonensis e em outro ensaio foi
avaliado o possivel dano que essas formulagbes poderiam causar em
animais sadios.

No primeiro experimento, foram usadas formulagées de creme base
sem agente permeante com e sem triclosan 1%. O inOculo parasitario foi

realizado na base da cauda e ap6s 14 dias consecutivos de tratamento se
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observou que o grupo tratado com creme sem agente permeante contendo
triclosan 1% apresentou menores valores de medida (Figura 46). No 14° dia
de tratamento, notou-se reducédo nas medidas da lesdo de 7% (controle de
veiculo) e 10% (creme com triclosan), em relacdo ao grupo néao tratado
(grupo controle). No 28° dia, ou seja, 14 dias apdés o término do
tratamento, as medidas da lesdo obtiveram 7% (controle de veiculo) e
12% (creme com triclosan) de reducdo em relacdo ao grupo néo
tratado. Os resultados obtidos por bioimageamento realizados no final do
tratamento (14° dia), mostraram reducdo da carga parasitaria em 19% no
grupo tratado com creme (controle de veiculo) e 89% no grupo tratado com
creme e triclosan 1% em relacéo ao grupo controle ndo tratado (Figura 47 e
48). A diferenca foi estatisticamente significante entre o grupo tratado com

creme e triclosan 1% e o grupo nao tratado (p<0,02).

5.5+
o -e- controle
£ 50- = creme
2 TRI 1%
ﬁ 4.5
3
o 4.0+
=
% 35'
S 35+
8

30 T T T T

0 7 14 21 28
dias

Figura 46: Evolugcdo clinica do tamanho das lesdes em camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis. O tempo zero indica o inicio do
tratamento, ou seja, apos 5 semanas de infecgdo. O tratamento foi realizado
por 14 dias consecutivos. Os pontos indicam a média e o desvio padrédo das
medidas das lesdes dos animais de cada grupo. N&o houve diferenca

estatistica entre os grupos. (n = 4/grupo).
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Figura 47: Determinagdo da carga parasitaria em camundongos infectados
com L. (L.) amazonensis tratados com creme e creme contendo triclosan 1%
apés 14 dias de tratamento e o grupo ndo tratado (controle). A carga
parasitaria foi determinada por bioluminescéncia da leséo. As barras indicam
a média e o desvio padréao da bioluminescéncia das les6es de cada grupo. O
valor de p € representado por * (p<0,02) e representa diferenca estatistica
em relacdo ao controle ndo tratado. p/s/cm?sr: fétons/segundo/centimetro

guadrado/esterradiano.
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Figura 48: Imagem de bioluminescéncia de camundongos infectados com L.
(L.) amazonensis nao tratados (controle), tratados com creme (controle de
veiculo) e tratados com creme e triclosan 1% apos 14 dias de tratamento.
p/sicm?/sr: fétons/segundo/centimetro quadrado/esterradiano.

No segundo experimento, animais sadios néo tratados e animais
sadios tratados apenas creme sem agente permeante (controle de veiculo)
foram utilizados como controles do experimento. Um grupo foi tratado com
creme sem agente permeante contendo triclosan 1% com a finalidade de
pesquisar se havia ou ndo alteracdo tecidual. Os resultados obtidos a partir
das analises histologicas ndo mostraram alteracdo histopatolégica relevante

nos tecidos avaliados (Figura 49).
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Figura 49: Seccoes histologicas de pele de animais sadios néo tratados (A),
tratados com creme base sem agente permeante (B) e tratados com creme
base sem agente permeante contendo triclosan 1% (C). Fotografias de

coloracéo de hematoxilina e eosina. Aumento de 100X.
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5. Discussao

Com registro de milhdes de novos casos ao ano, a leishmaniose
cutanea esta entre as doencas infecciosas mais importantes de nosso tempo
(CDC, 2017; Uliana et al., 2017). Ainda que seja um importante problema de
saude publica no Brasil e nas Américas, dados publicados sobre o uso de
novos medicamentos para tratar essa doenga em nosso pais sdo bastante
limitados (Almeida e Santos, 2011).

O tratamento € uma questdo importante na gestdo da doenca e ha
necessidade urgente de novos farmacos e/ou novos regimes de tratamento
(Reiméo et al., 2015). Um grande desafio e de extrema importancia é
realizar ensaios pré-clinicos que visem buscar farmacos mais efetivos, com
baixa toxicidade, de facil administracdo, de baixo custo e com menor tempo
de tratamento.

Alguns modelos sdo usados para avaliar a eficacia de novos
compostos anti-Leishmania antes dos ensaios clinicos (Mears et al., 2015).
Para alcancar esse objetivo, estudos in vitro, ex vivo e in vivo sao de
extrema relevancia. Apesar dos estudos in vitro e ex vivo apresentarem
muitas vantagens sobre testes in vivo, como a obtencdo de resultados mais
rapidos e demanda de quantidade minima do farmaco usado nos testes, é
necessario verificar a eficacia do tratamento em animais infectados durante
0 processo de desenvolvimento de farmacos. Isso € necessério, uma vez
que as previsbes in vitro ndo sdo necessariamente transferidas para
situacdes in vivo, da mesma forma que os resultados em modelos animais
podem nao ser totalmente preditivos da resposta em seres humanos (Mears
et al., 2015). Mesmo que possa haver divergéncias entre os resultados preé-
clinicos e clinicos, esses estudos ajudam a propor uma dose de arranque
segura e eficaz para estudos clinicos, e sem testes pré-clinicos, ndo é
possivel elaborar estratégias para os ensaios em seres humanos (Guha,
2016).

116



Alguns critérios de selecdo de farmacos para obter sucesso no
tratamento da leishmaniose sao sugeridos, como demonstracao de valores
de CEso menores que 10 pM contra formas amastigotas intracelulares,
reducdo de 70% da carga parasitaria no modelo animal infectado, e que seja
utilizado por via nao parenteral (Katsuno et al., 2015).

O desenvolvimento de farmacos é um processo caro e demorado
(Clouser et al., 2010). Recentemente, o reposicionamento de farmacos (drug
repurposing) ganhou um lugar de destague na pesquisa de novos farmacos,
onde ha a necessidade de rapida identificagdo de novas terapias para
doencas que carecem de tratamento eficaz (Sun et al., 2016). O
reposicionamento de farmacos é uma estratégia na qual se busca um novo
uso para um farmaco ja aprovado (Clouser et al., 2010). Além da vantagem
de reduzir os custos de desenvolvimento e diminuir o tempo de descoberta,
devido a disponibilidade de dados farmacocinéticos, toxicologicos e
seguranca clinica, os riscos associados ao desenvolvimento clinico séo
significativamente reduzidos com menos fases posteriores (Palit et al.,
2013). Muitos farmacos usados para outras doencas, como miltefosina e
anfotericina B, foram reposicionadas com sucesso na terapia da
leishmaniose (Sarkar e Manna, 2015).

Desta forma, usando essa abordagem de reposicionamento de
farmacos, foram testados quatro farmacos: amitriptilina, econazol, sertralina
e triclosan, os quais apresentaram atividade tanto em formas promastigotas
guanto em formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis, sendo
a forma amastigota intracelular mais relevante para descoberta de novos
farmacos para essa doenca. O farmaco mais ativo tanto em formas
promastigotas e amastigotas intracelulares foi sertralina, sendo mais ativo
que o farmaco padrdo miltefosina. O farmaco menos ativo contra formas
promastigotas foi triclosan, e o farmaco amitriptilina foi 0 menos ativo contra
formas amastigotas intracelulares. O farmaco mais citotoxico em células
NCTC foi sertralina e o menos citotoxico foi amitriptilina. Em relacdo ao
indice de seletividade, o farmaco amitriptilina foi o que apresentou maior

indice e o farmaco econazol o que apresentou o menor indice. Apesar dos

117



quatro farmacos estudados apresentarem atividade contra amastigotas
intracelulares, nenhum deles apresentou indice de seletividade superior aos
farmacos padrdes utilizado neste estudo (anfotericina B e miltefosina).

O farmaco amitriptilina é um antidepressivo triciclico, que em
individuos deprimidos, exerce um efeito positivo sobre o humor, além de
possui propriedades anticolinérgicas e sedativas (DrugBank, 2017;
PubChem Compound, 2017). Um estudo publicado por Zilberstein e
colaboradores (1990) demonstrou a atividade do farmaco amitriptilina contra
formas promastigotas de L. (L.) donovani. Outro estudo realizado por Evans
e Croft (1994) demonstrou sua atividade contra formas amastigotas
intracelulares de L. (L.) donovani e L. (L.) amazonensis. Os dados obtidos no
presente trabalho mostram atividade tanto em formas promastigotas quanto
em formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis, corroborando
os dados ja observados nos estudos desenvolvidos por Zilberstein e
colaboradores (1990) e Evans e Croft (1994).

Tentar compreender o mecanismo de acdo deste farmaco foi uma
das propostas desse trabalho. Quando se investigou o possivel mecanismo
de acdo do farmaco amitriptilina, estudos empregando seu valor de CEso
foram realizados com a finalidade de verificar possiveis danos em formas
promastigotas. Considerando a primeira barreira da célula a membrana
plasmatica, nosso primeiro ensaio buscou determinar se o farmaco induzia
algum dano na membrana do parasito. Nosso estudo utilizando a sonda
iodeto de propideo, ndo demonstrou alteracdo na integridade da membrana
plasmatica num periodo de até 60 minutos. Nossa proxima etapa foi avaliar
se o farmaco induzia danos na mitocondria do parasito; utilizando uma
sonda fluorescente, foi observado que amitriptilina causou despolariza¢cdo no
potencial da membrana mitocondrial apés 30 e 60 minutos de tratamento.
Observou-se também, que a producdo de espécies reativas de oxigénio
permanecia inalterada apos o tratamento com amitriptilina.

Dados de microscopia eletronica de transmissédo, confirmaram a
ocorréncia do dano mitocondrial logo apés 15 minutos de incubacéo,

caracterizado por uma alteracdo na mitocéndria, alteragdo morfolégica da
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célula (formato similar ao amastigota) e auséncia de nucleo em algumas
células analisadas apds 15, 30 e 60 minutos de tratamento com amitriptilina.
Com base nos dados, a andlise ultraestrutural da célula confirmou o dano
mitocondrial ja visto a partir do ensaio fluorimétrico, sugerindo que a
mitocdndria possa ser um possivel alvo do farmaco.

As mitocbndrias sdo organelas onde ocorrem processos fisiologicos
essenciais, e a principal caracteristica delas € a fosforilacdo oxidativa, que
proporciona nos organismos aerdbicos a maior parte da sua energia (Tomas
e Castro, 2013). Os tripanosomatideos possuem uma unica mitocondria com
caracteristicas Unicas, como a presenca de diferentes enzimas energéticas e
antioxidantes e um arranjo especifico de DNA mitocondrial (Menna-Barreto e
Castro, 2014). Uma pequena, mas essencial parte das proteinas €
codificada e produzida na mitocondria, 0 que representa componentes
especificos da cadeia respiratoria e da maquinaria de tradugcdo mitocondrial
(Fidalgo e Gille, 2011). Além disso, outras funcfes importantes sé&o
atribuidas as mitocondrias, como metabolismo de aminoacidos cruciais,
biossintese de esterol, homeostase de célcio, oxidacéo de acido graxo entre
outras (Fidalgo e Gille, 2011; Tomas e Castro, 2013).

Na mitocbndria também podem ser geradas espécies reativas de
oxigénio durante o processo de fosforilacdo oxidativa. Embora haja
flutuacBes nos niveis basais de espécies reativas de oxigénio em resposta a
estimulos, as espécies reativas de oxigénio sdo cruciais para a fisiologia da
célula, e o estresse oxidativo eleva a concentragcdo da mesma e precisa ser
removido para prevenir toxicidade (Tomas e Castro, 2013). Porém, em
nossos estudos, ndo houve aumento de ROS, sugerindo outro processo de
morte celular além de estresse oxidativo.

O potencial de membrana mitocondrial € essencial para manter a
funcéo fisiolégica da cadeia respiratéria 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). Variacdes do
potencial de membrana mitocondrial podem ser uma consequéncia de

diversos eventos e curiosamente, inibidores do complexo Il e Il de
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Leishmania causam uma dissipacéo de potencial de membrana mitocondrial
(Fidalgo e Gille, 2011).

Devido as diferencas mitocondriais entre mamiferos e
tripanossomatideos, esta organela € uma excelente candidata a intervencéo
de farmacos (Menna-Barreto e Castro, 2014) e os dados obtidos no presente
estudo sugerem que amitriptilina é promissora, uma vez que tem como
possivel alvo a mitocondria, corroborando os dados apresentados por
Zilberstein e colaboradores (1990).

Farmacos padrbes como a pentamidina, usados na clinica das
leishmanioses, também sdo descritos como causadores de danos do
potencial da membrana mitocondrial (Cabezas et al., 2015).

Outro farmaco estudado neste trabalho foi o antifUngico econazol.
Este farmaco pertence a uma importante classe de agentes
quimioterapéuticos, chamada azoéis, a qual possui amplo espectro de
atividade contra leveduras e fungos filamentosos (Emani et al., 2017). Os
azois também tém sido reposicionados para tratar infeccbes causadas por
protozodarios, incluindo a leishmaniose (Emani et al., 2017). Um estudo
realizado pelo nosso grupo (Mesquita et al., 2014) demonstrou a atividade
de trés farmacos imidazois (bifonazol, clotrimazol e econazol) testados
contra formas promastigotas de L. (L.) infantum. Dentre os farmacos
testados, econazol apresentou maior atividade contra formas amastigotas
intracelulares de L. (L.) infantum quando comparado ao farmaco padréo
miltefosina (Mesquita et al., 2014).

A via biossintética do ergosterol, o principal esterol presente em
fungos, bem como em Leishmania e Trypanosoma cruzi, € um alvo para
alguns dos mais importantes farmacos antifangicos (Croft et al., 2006). Os
farmacos azois atuam na via biossintética do ergosterol através da inibicao
da enzima esterol 14a-desmetilase (Emani et al., 2017). A inibicdo da
biossintese de ergosterol é cada vez mais reconhecida como um alvo
promissor para 0 desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos
(Macedo-Silva et al., 2013). Nossos dados anteriores (Mesquita et al., 2014),

demonstraram que o mecanismo de acdo do econazol envolve dano a
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membrana plasmética de promastigotas, levando a um aumento de espécies
reativas de oxigénio, o que contribuiu para a morte dos parasitos.

Os dados obtidos no presente trabalho mostram pela primeira vez a
atividade do farmaco econazol contra formas promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. (L.) amazonensis e corroboram os dados obtidos por
Mesquita e colaboradores (2014). O valor de CEso obtido do farmaco
econazol contra formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis e
de L. (L.) infantum, foram similares, mesmo usando diferentes cepas de
Leishmania. O estudo do mecanismo de acédo nao foi foco de investigacao
do presente trabalho, uma vez que este ja foi descrito na literatura (Mesquita
et al., 2014; Emani et al., 2017).

O farmaco sertralina foi outro agente antidepressivo estudado no
presente trabalho (Kumar et al., 2006). Este farmaco inibe de forma seletiva
a reabsorcdo de serotonina e apresenta atividade antifungica,
antimicrobiana, espermicida, anticancerigena, entre outras atividades
(Sonne et al., 2013; Sarkar e Manna, 2015).

Além de seu mecanismo de acao classico, inibindo a reabsorcao de
serotonina, evidéncias extensas sugerem que a sertralina possui outras
atividades biolégicas (Thumé e Frizzo, 2017). Entre estes efeitos biologicos
adicionais, foi relatado que sertralina inibe canais de sédio e potassio, reduz
a absorcao de glutamato, aumenta os niveis de calcio citosolico livre em
células cancerigenas, além de induzir apoptose (Thumé e Frizzo, 2017).

Um estudo realizado por Palit e Ali (2008) mostrou que sertralina foi
ativa in vitro contra formas promastigotas e ex vivo contra formas
amastigotas intracelulares de L. (L.) donovani. Os dados obtidos no presente
trabalho demonstraram que o farmaco sertralina foi ativo tanto em formas
promastigotas quanto amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis,
apresentando valores de CEspo menores que o farmaco padrdo miltefosina.
Esses dados mostraram de forma inédita a atividade do farmaco sertralina
frente a L. (L.) amazonensis, corroborando os dados obtidos com L. (L.)
donovani por Palit e Ali (2008). Os valores de CEso obtidos contra formas

promastigotas e amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis foram
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mais efetivos do que os valores de CEso obtidos por Palit e Ali (2008) em L.
(L.) donovani.

O mecanismo de acéo da sertralina néo foi investigado no presente
trabalho, uma vez que ja haviam dados descritos na literatura sobre a acao
desse farmaco em Leishmania. Segundo Palit e Ali (2008), sertralina induz a
queda nos niveis de ATP citoplasméticos e na taxa de consumo de oxigénio
em promastigotas, envolvendo um modo semelhante a apoptose na morte
celular dos parasitas. Ainda no mesmo estudo, sertralina também mostrou
eficacia no tratamento de camundongos infectados com L. (L.) donovani,
reduzindo aproximadamente 70% de carga parasitaria no figado e no baco,
sugerindo que sertralina pode ser usada de forma promissora no tratamento
oral da leishmaniose visceral (Palit e Ali, 2008).

O dultimo farmaco estudado no presente trabalho foi triclosan,
também conhecido como irgasana. Triclosan € um agente antimicrobiano e
antifangico usado em produtos de higiene pessoal, incluindo sabonetes,
desodorantes, gel de banho, pasta de dente, enxaguante bucal, entre outros
(Bhargava e Leonard, 1996; PubChem Compound, 2017). O farmaco
triclosan possui atividade bacteriostatica ou fungistatica em baixas
concentracbes e bactericida em elevadas concentragbes (Russell, 2003;
Russell, 2004).

Um estudo realizado por Arango e colaboradores (2012) demonstrou
a atividade do triclosan e de seus derivados sintéticos contra formas
amastigotas axénicas de L. (V.) panamensis. Outro estudo realizado por
Otero e colaboradores (2014) demonstrou a atividade do triclosan e de
alguns derivados hibridos contra formas amastigotas intracelulares de L. (V.)
panamensis. Mais recente, um estudo mostrou atividade contra formas
amastigotas intracelulares de L. (V.) panamensis e T. cruzi do farmaco
triclosan e alguns derivados hibridos de &cido cafeico (Otero et al., 2017).
Os dados obtidos no presente trabalho demonstraram de forma inédita a
atividade do triclosan contra formas promastigotas e amastigotas

intracelulares de L. (L.) amazonensis. Os dados em amastigotas corroboram
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os dados ja apresentados em L. (V.) panamensis, porém nossos valores de
CEso foram mais efetivos.

Uma pesquisa realizada por Villalain e colaboradores (2001) sugere
que os efeitos antibacterianos do triclosan sdo mediados por sua influéncia
na estrutura da membrana, onde o farmaco é provavelmente incorporado. O
mecanismo de acdo do triclosan contra Plasmodium também assume o
mesmo mecanismo observado em bactéria, onde ocorre a inibicdo da enoil
redutase na via de sintese de acido graxo (Surolia e Surolia, 2001). Outro
estudo realizado por Vincent e colaboradores (2016) sugere que o
tratamento com triclosan, quando ligado ao transportador NAD*, produz mais
de 100 metabdlitos. Quando analisados, verificou-se a reducao na producéo
de metabdlitos relacionados a biossintese de poliamina, bem como alteracéo
na producdo de metabolitos relacionados a biossintese de glutationa
(Vincent et al., 2016). As poliaminas interagem eletrostaticamente com
biomoléculas carregadas negativamente, como DNA, RNA, lipidios e
proteinas acidas, e sua falta pode tornar as membranas celulares e 0 DNA
mais suscetiveis (Park e Igarashi, 2013). A ativacdo do catabolismo das
poliaminas causa aumento de estresse oxidativo, contribuindo para danos
celulares (Park e lgarashi, 2013). As acdes do triclosan sobre o metabolismo
dos acidos graxos podem ser agravadas pelo aumento do estresse
oxidativo, sendo que as alteracdes na biossintese de poliaminas podem
estar relacionadas com um efeito desestabilizador de membrana como
sugerido por Villalain e colaboradores (2001) (Vincent et al., 2016).

Na tentativa de compreender o mecanismo de acdo do farmaco
triclosan em Leishmania, alguns ensaios foram realizados utilizando
promastigotas de L. (L.) amazonensis tratados no valor de seu CEso.
Considerando a membrana plasmatica, a primeira barreira da célula, nosso
primeiro ensaio buscou avaliar se triclosan induzia danos na membrana
plasmatica de promastigotas, utilizando a sonda iodeto de propideo. Ao
incubar os parasitos com triclosan por 30 minutos, pode-se observar que a
integridade da membrana plasmatica parasitaria foi alterada de forma

significativa quando comparada ao controle ndo tratado. Nosso proximo

123



bY

passo foi investigar se o farmaco triclosan causava dano a mitocéndria,
utilizando a sonda rodamina 123. Os dados obtidos desse experimento
mostraram que 0s parasitos tratados com triclosan por 30 minutos
apresentaram despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial. Além
disso, observou-se também que aos 30 minutos de tratamento com triclosan,
a producdo de espécies reativas de oxigénio foi reduzida de forma
significativa, quando comparada ao controle, utilizando parasitos nao
tratados.

Os dados obtidos por microscopia eletronica de transmissao
confirmaram que o0s parasitos tratados com triclosan por 15 minutos,
apresentaram ruptura da membrana plasméatica, com destruicdo total das
organelas e extravasamento do material intracelular para o meio
extracelular, corroborando os dados obtidos com as sondas fluorescentes.
Baseado nesses dados apresentados, nossos estudos sugerem que O
farmaco triclosan tem como alvo a membrana plasmatica de promastigotas
de L. (L.) amazonensis. A membrana plasmatica de uma célula serve de
barreira do ambiente extracelular, e é composta por uma bicamada
fosfolipidica contendo proteinas que regulam o transito de moléculas para
dentro e fora da célula, onde se ocorrer rupturas ou perda da funcao pode
levar ao comprometimento da homeostase celular, levando a morte celular
(Blazek et al., 2015).

A membrana plasmatica de Leishmania exibe algumas
peculiaridades interessantes quando comparadas a outras células
eucariodticas: (i) é fortemente carregada negativamente devido a altos niveis
de lipofosfoglicano, um polissacarideo aniénico que cobre mais de 60% da
superficie; (i) possui alto nivel de atividade proteolitica; (iii) endocitose e
exocitose sao contidos em uma area especializada, conhecida como bolso
flagelar; iv) composicdo lipidica é caracterizada por um percentual
ligeiramente maior de fosfolipidios aniénicos do que as membranas padréo
de mamiferos, e tem ergosterol em vez de colesterol (Diaz-Achirica et al.,
1998). Os esterdis sdo componentes importantes da membrana celular

fungica e dos tripanossomatideos e sdo vitais para a fungdo e manutencao
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celular (Chawla e Madhubala, 2010). Como principal esterol de membrana,
os tripanosomatideos sintetizam ergosterol e outros esterdis que sao
necessarios para seu crescimento e viabilidade, e estes sdo ausentes em
células de mamiferos, que por sua vez sintetizam colesterol. Portanto, com
essas diferencas, a via biossintética do esterol em Leishmania € considerada
um importante alvo para pesquisa de novos farmacos (Chawla e Madhubala,
2010). Com base nessas informacgfes, podemos sugerir que triclosan pode
ser um farmaco promissor no tratamento da leishmaniose cutanea, uma vez
que tem como alvo a membrana plasmatica do parasito. Atualmente, dois
principais medicamentos utilizados para tratar leishmaniose (anfotericina B e
miltefosina) tém acdo sobre a membrana do parasito, sendo que a acdo da
anfotericina B resulta da capacidade de sua parte hidrofébica em interagir
com esterdis de membrana, formando assim um canal hidrofilico na face
oposta, criando poros que alteram a permeabilidade da membrana (Cabezas
et al.,, 2015), e miltefosina parece inibir a sintese de fosfatidilcolina e
aumentar a sintese de fosfatidiletanolamina, sendo estes os dois principais
fosfolipidios de membrana presentes em Leishmania; outros mecanismos
também foram propostos, como a capacidade de induzir apoptose e ativar a
resposta imune do hospedeiro (Cabezas et al., 2015).

A terapia combinada foi outra abordagem utilizada neste trabalho.
Essa abordagem consiste em usar dois ou mais farmacos com efeitos
sinérgicos ou aditivos com o objetivo de aumentar o espectro de atividade,
eficacia terapéutica e tem sido utilizada para aumentar a taxa de sucesso no
reposicionamento de farmacos (Sun et al., 2016; Uliana et al., 2017).

Intensamente estudada no tratamento de doencas complexas, esta
estratégia tem potencial para melhorar a resposta ao tratamento (Wu et al.,
2015). Idealmente, a terapia combinada reduzira a dose dos farmacos e o
tempo de tratamento, resultando em menor toxicidade e maior aderéncia ao
tratamento, bem como reducéo dos custos e menor risco de selecdo de
parasitas resistentes (Uliana et al., 2017). Essas terapias tém sido cada vez
mais reconhecidas como bem-sucedidas em curto prazo, mostrando-se mais

potente do que a monoterapia (Kirk, 2013).
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Um estudo sugere que a associacdo entre amitriptilina e tizanidina &
mais rdpida na melhora da cefaléia do que a monoterapia (Bettucci et al.,
2006). Outro estudo mostrou que o efeito da terapia combinada com
pregabalina e amitriptilina foi benéfico em pacientes com neuralgia grave do
trigémeo que ndo respondem ao tratamento primario (Taheri et al., 2015).

Outro estudo realizado por Chen e colaboradores (2014) avaliou in
vitro a interacdo entre dois agentes antifingicos, econazol e queleritrina,
contra isolados clinicos de Candida albicans resistentes ao fluconazol, onde
se observou sinergia entre os farmacos estudados e nenhuma atividade
antagonista (Chen et al., 2014).

A terapia combinada com sertralina e liotironina no tratamento de
pacientes com depressdo mostrou o aumento do efeito antidepressivo da
sertralina pelo tratamento concomitante com liotironina sem aumento
significativo dos efeitos adversos (Cooper-Kazaz et al., 2007). Outro estudo
envolvendo pacientes com depressdo crbnica mostrou eficacia na
combinacéo entre sertralina e bupropiona sem apresentar efeitos adversos.
Os autores sugerem que a combinacgao foi eficaz devido ao sinergismo de
dois mecanismos antidepressivos distintos envolvendo sistemas
serotonérgicos, dopaminérgicos e noradrenérgicos (Marshall et al., 1995).

Um estudo realizado por Wohlrab e colaboradores (2007) mostrou
que a aplicacdo tépica do triclosan com clorexidina foi benéfica no
tratamento da dermatite atopica. Essa combinagdo em concentracdes muito
baixas oferece uma possivel opcdo para minimizar o risco de efeitos
colaterais, favorecendo a resolucdo da dermatite atopica (Wohlrad et al.,
2007).

Na terapia das leishmanioses, varios estudos clinicos ja
demonstraram o potencial desta técnica. Dentre estes, o proprio antimonio
pentavalente B e anfotericina B lipossomal jA foram associados com
miltefosina para o tratamento da leishmaniose visceral na Africa Oriental
(Omollo et al., 2011). A associacdo entre anfotericina B e miltefosina
também foi avaliada no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral

co-infectados com HIV (DNDi, 2018). Outro estudo mostrou o tratamento
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bem-sucedido de casos sem cura clinica de leishmaniose cutanea, usando
uma combinagdo de antimoniato de meglumina e alopurinol (Momeni e
Aminjavaheri, 2003). Ainda, foi observado que o tratamento tépico de
paromomicina associado a gentamicina obteve uma boa eficacia em modelo
murino de leishmaniose cutanea (Grogl et al.,, 1999). Em estudos de
combinagdes in vitro em leishmaniose cutanea, podemos citar que as
interagdes entre tamoxifeno e anfotericina B in vitro e ex vivo foram aditivas
ou indiferentes (Trinconi et al., 2014). Quando associados in vivo, também
produzem efeitos aditivos em baixas doses de ambos os farmacos (Trinconi
et al., 2014).

Notavelmente, em termos de beneficios, o reposicionamento de
farmacos infere baixa toxicidade e quando usado em tratamento combinado
pode mostrar eficacia aprimorada de forma aditiva ou sinérgica, permitindo o
uso de baixas doses, o que potencialmente melhora a aderéncia a terapia
(Chalmers, 1999).

No presente trabalho, as interagdes entre amitriptilina e anfotericina
B, amitriptilina e miltefosina, econazol e miltefosina, sertralina e anfotericina
B, sertralina e miltefosina e triclosan e miltefosina em formas promastigotas
e/ou amastigotas intracelulares, foram consideradas aditivas ou indiferentes,
conforme referéncia adotada (Odds, 2003). Apesar de nao apresentar
sinergismo em nenhuma das associagdes, os resultados das intera¢des nao
apresentaram antagonismo, ou seja, em nenhuma das associa¢cdes nenhum
farmaco prejudicou a acdo do outro, mostrando que nossos resultados
podem ser promissores e podem evoluir para avaliacdo no modelo murino.

Camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis sé&o
rotineiramente utilizadas para avaliar a eficacia de diferentes tratamentos
para leishmaniose cutanea, onde a infeccdo € realizada com injecdes
intradérmicas na base da cauda ou na pata, com promastigotas em fase
metaciclica (Mears et al., 2015).

Na tentativa de melhorar os modelos experimentais, um teste rapido,
simples e confiavel que permite a determinacéo da atividade do farmaco no

mamifero & necessario para o desenvolvimento de novos farmacos, o qual
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requer a deteccdo e quantificacdo de amastigotas de Leishmania em
diferentes células hospedeiras (Lang et al., 2005). Para quantificar a carga
parasitaria, tanto em ensaios ex vivo quanto in vivo, 0s genes reporteres
oferecem um método que permite a deteccdo sensivel de células
metabolicamente ativas (Lang et al., 2005).

Os principais genes reporteres utilizados sao p-galactosidase,
proteina fluorescente verde e luciferase, sendo esse ultimo um dos mais
eficientes repdrteres bioldgicos, que € produzido principalmente por animais
marinhos e alguns insetos como vaga-lume (Oliveira, 2014). A enzima
luciferase é catalisada pela oxidagdo da luciferina na presenca Mg?* e ATP
em oxiluciferina, o que produz um curto flash de luz diretamente proporcional
ao numero de moléculas da enzima luciferase (Reiméo et al., 2013; Mears et
al., 2015).

A quantificacdo de bioluminescéncia in vivo parece ser um método
efetivo para determinar a carga parasitaria de camundongos infectados e
avaliar a eficacia farmacolégica (Reiméo et al.,, 2013). Seu uso oferece
varias vantagens em relagdo ao método convencional, pois possui natureza
nao destrutiva e ndo invasiva, e pode ser realizado repetidamente, o que
permite que cada animal seja usado como seu préprio controle ao longo do
tempo e reduzindo o numero de animais por experimento (Reimao et al.,
2013). No entanto, este método também possui desvantagens, uma vez que
a técnica exige a administracdo intravenosa ou intraperitoneal do substrato
luciferina para a deteccdo da atividade da luciferase, com tempo
cronometrado com anestesia e aquisicdo de imagens, 0 que torna essa
técnica de elevado custo (Reimdo et al., 2013; Mears et al., 2015).

Um trabalho publicado por Reimé&o e colaboradores (2013) mostrou
gue a luminescéncia medida in vivo e ex vivo foi diretamente proporcional a
carga parasitaria estimada pelo método de diluicdo limitante e aos tamanhos
de lesdo e Uulcera, validando o uso da luciferase como ferramenta
guantitativa neste modelo.

Com base nas informacdes apresentadas, optou-se por dar

continuidade aos estudos pré-clinicos utilizando fémeas de camundongos
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BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis de linhagem mutante expressora
de luciferase. Nesse estudo, os farmacos amitriptilina, econazol, sertralina e
triclosan foram testados em diferentes doses e/ou vias de administracéao
e/ou forma farmacéutica, uma vez que todos eles ja haviam apresentado
atividade em formas amastigotas intracelulares.

O farmaco amitriptilina apresentou o maior indice de seletividade
dentre os farmacos estudados neste trabalho. Camundongos previamente
infectados foram tratados com amitriptiina a 15 mg/kg/dia por 14 dias
consecutivos usando gavagem oral. Ao final do experimento, observou-se
que nas condicfes testadas, ndo houve eficicia no tratamento, tanto com
relacdo a medida da lesdo quanto com relacdo a carga parasitaria estimada
por bioimageamento (IVIS). Evans e colaboradores (1988) avaliaram a
eficacia de um creme aquoso contendo amitriptiina no tratamento de
camundongos infectados com L. (L.) amazonensis e relataram falha
terapéutica desta formulacdo, corroborando os resultados obtidos no
presente trabalho.

O farmaco amitriptiina apresenta afinidade pelos receptores
muscarinicos e histaminicos e é rapidamente absorvida ap6s administracao
oral (biodisponibilidade de 30 a 60% devido ao metabolismo de primeira
passagem). Amitriptiina sofre metabolismo hepéatico que envolve
principalmente desmetilacado, levando a formacao de seu principal metabdlito
ativo, nortriptilina (DrugBank, 2017).

Algumas hipoteses foram criadas para explicar a falha terapéutica
ocorrida nesse estudo in vivo. O farmaco amitriptilina pode néo ter alcancado
o local em que o parasito se encontrava, sugerindo que outros estudos
possam ser realizados, como por exemplo: a utilizacdo de uma formulagéo
diferente que contenha entrega direcionada e/ou outra via de administracao.
Além disso, a diferenca observada nos resultados in vitro e in vivo pode ser
explicada através da metabolizagdo do farmaco amitriptilina em nortriptilina,
onde seu principal metabdlito pode néo ter acdo anti-Leishmania.

O farmaco econazol foi outro farmaco avaliado in vivo, uma vez que

se mostrou promissor ao apresentar atividade contra formas amastigotas
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intracelulares. Camundongos previamente infectados foram tratados com
econazol nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg/dia VO (uma vez ao dia) por 28
dias consecutivos. Ao final do 28° dia do experimento, observou-se que nas
condicOes testadas, houve reducdo tanto nas medidas das lesdes quanto na
carga parasitaria, e também se pode observar que a atividade do econazol
foi dose dependente. Apesar de ndo se observar diferenca estatistica
significativa entre todos os grupos tratados com econazol em relacdo ao
grupo controle, o grupo tratado com econazol na dose de 10 mg/kg/dia (VO)
resultou em reducdo de 75% da carga parasitaria.

Na literatura, um estudo realizado por Navin e colaboradores (1992)
mostra dados da efichcia do cetoconazol no tratamento de pacientes
infectados com L. (L.) mexicana. No mesmo estudo, 0s autores sugerem que
pesquisas adicionais devem ser realizadas sobre o tratamento da
leishmaniose com cetoconazol, bem como com outros imidazoéis (Navin et
al., 1992).

Nosso estudo demonstra pela primeira vez dados promissores da
atividade do farmaco econazol no modelo in vivo de L. (L.) amazonensis,
corroborando os dados disponiveis na literatura, que indicam que farmacos
azolicos podem ser promissores no tratamento das leishmanioses. Nossos
dados sugerem que futuros estudos utilizando diferentes doses e/ou vias de
administragcdo em conjunto com terapia combinada possam ser mais efetivos
no tratamento da leishmaniose cutanea.

O farmaco sertralina também foi avaliado no modelo animal, uma vez
gue mostrou atividade contra formas amastigotas intracelulares superior ao
farmaco padrao miltefosina. Além disso, esse farmaco ja havia sido testado
in vivo contra leishmaniose visceral, apresentando resultados promissores
(Palit e Ali, 2008).

Camundongos previamente infectados foram tratados com sertralina
utilizando diferentes doses, vias de administracdo e esquemas terapéuticos.
Ao final do experimento, observou-se que nas condi¢Oes testadas, nenhum
tratamento com sertralina resultou em reducao das medidas das lesdes e da

carga parasitaria. Observou-se também que a via IP ndo € uma boa opc¢éo
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para realizar periodos longos de tratamento com este farmaco, uma vez que
se observou peritonite em alguns animais. Nosso estudo utilizando sertralina
no tratamento da leishmaniose cutanea néo corrobora o estudo descrito por
Palit e Ali (2008) no tratamento da leishmaniose visceral. Essa discordancia
entre os resultados pode ser explicada pelo tropismo do parasito causado
pelas diferentes espécies estudadas, pela farmacocinética do farmaco que
talvez néo atinja o local em que o parasito se encontrava. Além disso, como
o farmaco sertralina € rapidamente metabolizado para desmetilsertralina,
ndo se sabe se este metabdlito ainda permaneca com a atividade anti-
Leishmania, como observada em nossos estudos in vitro. Um estudo
realizado em humanos por Yue e colaboradores (2016) mostrou que apos a
administracdo Unica de sertralina, na dose de 100 mg por via oral, a
concentragdo plasmatica maxima (Cmax) foi de 42 ng/mL; este fato
demonstra que a sertralina livre atinge niveis plasmaticos muito abaixo da
concentracdo necessaria para eliminar a Leishmania, segundo nossos
estudos in vitro de CEso. Assim, a falha terapéutica da sertralina em nosso
modelo poderia ser justificada.

Outro farmaco testado foi o triclosan. Na literatura um trabalho sugere
gue estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se a atividade in vitro do
triclosan contra L. (V.) panamensis também é observada no modelo in vivo
(Otero et al.,, 2014). No presente trabalho, triclosan a 1% foi testado
topicamente em formulacédo creme base (sem agente permeante). Um teste
com camundongos sadios (ndo infectados) foi usado para avaliar se estas
formulac6es mostravam algum dano nos 6rgaos estudados. Um grupo nao
tratado foi usado como controle, outro grupo tratado apenas com creme
base (sem agente permeante) foi usado como controle de veiculo e um
grupo tratado com creme base com triclosan 1% (sem agente permeante) foi
estudado. Os dados encontrados, n&o mostraram alteracoes
histopatolégicas nos o6rgdos estudados, bem como ndo se observou
alteracdes histopatologicas nas caudas avaliadas dos trés grupos testados.

Com base nesses resultados, pode-se perceber que o uso dessa formulagéo
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com triclosan 1%, nas condicbes adotadas, parece seguro para O0S
camundongos.

Estudos prévios indicaram que o triclosan se mostrou bem tolerado
por uma variedade de espécies, incluindo seres humanos (Bhargava e
Leonard, 1996). Também foram estabelecidos perfis de toxicidade aguda,
subaguda, subcrbénica e cronica para determinar que o triclosan ndo é
carcinogénico, mutagénico ou teratogénico e se observou que este farmaco
€ seguro no uso oral e tépico (Bhargava e Leonard, 1996).

Considerando os estudos ja descritos por outros grupos sobre a
seguranca do triclosan, animais infectados com L. (L.) amazonensis foram
tratados uma vez ao dia com creme base sem agente permeante e creme
base sem agente permeante contendo triclosan 1% durante 14 dias
consecutivos. Um grupo sem tratamento foi usado como controle do
experimento. Ao final do tratamento (ap6s 14 dias), pode-se observar que
ndo houve diferenca significativa nas medidas das lesdes utilizando
paquimetro, tanto com o grupo tratado apenas com creme quanto o grupo
tratado com creme contendo triclosan 1% em relagéo ao grupo nao tratado,
mas houve reducdo significativa de 89% da carga parasitaria no grupo
tratado com triclosan 1% em relacdo ao grupo nao tratado. Essa diferenca
entre os resultados encontrados em medidas e carga parasitaria pode ser
explicada, que mesmo a lesdo ndo reduzindo seu tamanho de forma
significante quando comparado ao controle ndo tratado, isso nao significa
que 0s amastigotas estejam vivos dentro das células. Esse estudo
demonstra pela primeira vez a atividade promissora do triclosan no modelo
in vivo de leishmaniose cutédnea, e sugere que estudos adicionais com
triclosan coadministrado com farmaco padrdo em doses inferiores ao que se
usa na monoterapia, possam ser uma nova alternativa de tratamento.

Recentemente, um estudo realizado por Bilsland e colaboradores
(2018) mostrou um segundo alvo enzimético para a acdo antimalarica do
farmaco triclosan. Com isso, candidatos a farmacos com atividade em varios
estagios da doenca é importante no desenvolvimento de um novo farmaco,

pois a dupla acdo do farmaco triclosan em alvos enzimaticos distintos em
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diferentes dominios do metabolismo reduz o desenvolvimento de resisténcia,
gerando esperanca na descoberta de uma nova classe de medicamentos
antimalaricos (Bilsland et al.,2018).

A terapia tdépica na leishmaniose cutdanea tem se mostrado
promissora, uma vez que oferecem vantagens a terapia sistémica, tais
como, facilidade de administracdo, reducdo de efeitos adversos e custo-
efetividade (Garnier e Croft, 2002). Formulacdes de modo geral foram
pesquisadas para esta finalidade neste trabalho, concluindo-se que uma
formulacdo creme seria mais adequada ao nosso modelo por ser facilmente
aplicado em qualquer parte do corpo, ser segura para 0s pacientes, além de
Seu uso ser conveniente em qualquer faixa etaria (Sahu et al., 2016). Por ser
menos lipofilica do que as pomadas e ter uma fase hidrofilica, isso facilita e
acelera a absorcdo a pele. Os cremes sao formas farmacéuticas
semissolidas, formada por uma fase lipofilica e uma fase hidrofilica, e
contém um ou mais principios ativos dissolvidos ou dispersos em uma base
apropriada, que é normalmente usada para aplicacdo externa na pele ou nas
membranas mucosas (Gupta e Garg, 2002; Ueda et al., 2009).

Dependendo das propriedades fisico-quimicas, do local de acéo
desejado e das estratégias de formulacdo do farmaco, os farmacos
incorporados nas formulacdes podem mostrar atividade nas camadas mais
superficiais ou através da penetracdo em camadas mais profundas para
chegar ao local de acdo ou através de distribuicdo sistémica (Chang et al.,
2013).

A principal limitacdo da via topica € a dificuldade de permeacédo do
farmaco através da pele e existem varias melhorias fisicas (iontoforese,
eletroporacdo, ultra-som, microporacdo e micro-agulhas) e quimicas (acido
graxo, alcoois, sulféxidos e surfactantes) que intensificam o grau de
penetragcdo do farmaco (Kouchak e Handali, 2014). O estado da pele
também pode influenciar (facilitar ou dificultar) na permeacgéo do farmaco, o
gue deve ser considerado no tratamento das doengas tegumentares.

A terapia topica para leishmaniose cutanea foi recomendada por ter

potencialmente baixo custo, ser de facil de administragéo, ter risco reduzido
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de efeitos sistémicos secundarios, ter maior aderéncia ao tratamento e por
ndo necessitar de complexa infraestrutura do sistema de saude (Trinconi et
al., 2017). Embora o tratamento topico possa ter vantagens atraentes, em
varios casos pode nao ser considerado eficaz se aplicado como
monoterapia. Neste caso, 0 uso de um agente topico junto com um farmaco
sistémico representa uma interessante opgao que deve ser mais investigada
(Uliana et al., 2017; Trinconi et al., 2017).

Analisando de forma geral os resultados in vivo, pode-se observar que
os farmacos amitriptilina e sertralina, ndo apresentaram atividade in vivo em
nenhum esquema terapéutico adotado neste trabalho. Os farmacos econazol
por via oral (10 mg/kg/dia) e creme com triclosan 1% via tdpica resultaram
em reducdo da carga parasitaria, onde econazol mostrou tendéncia
biol6gica, mas néo estatisticamente. J4 o creme com triclosan 1% reduziu o
parasitismo de forma estatisticamente significante e houve processo de
cicatrizacdo nos animais tratados com essa formulacdo. Por conta disso,
isso encontra as necessidades sugeridas pelo DNDi (2018), onde o farmaco
para tratar leishmaniose cutanea precisa ser seguro, de uso tépico ou oral,
ser acessivel, cicatrizar as lesdes sem deixar cicatrizes profundas e que

possa ser administrado no servico de atencdo primaria ou pelo paciente.
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6.

Conclusodes

Os farmacos estudados (amitriptilina, econazol, sertralina e triclosan)
apresentaram atividade tanto nas formas promastigotas quanto nas

formas amastigotas intracelulares de L. (L.) amazonensis.

Os farmacos estudados apresentaram citotoxicidade em células de
mamifero, demonstrando indice de seletividade do farmaco

amitriptilina>sertralina>triclosan> econazol frente a L. (L.) amazonensis.

A acao letal do farmaco amitriptilina e triclosan em promastigotas de L.
(L.) amazonensis sugere que amitriptilina tenha como alvo a mitocéndria,
considerando a despolarizagdo do potencial de membrana mitocondrial, e
sugere que triclosan induz alteracdo na integridade da membrana
plasmatica. Os estudos realizados por microscopia eletrbnica de
transmissdo mostraram alteracfes ultraestruturais compativeis aos

resultados obtidos nos ensaios fluorimétricos.

As associacfes entre os farmacos estudados (amitriptilina, econazol,
sertralina e triclosan) e/ou os farmacos padrdes anfotericina B e/ou
miltefosina, contra formas promastigotas e/ou amastigotas intracelulares

de L. (L.) amazonensis, foram classificadas como aditivas ou indiferentes.
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Nos estudos in vivo utilizando camundongos infectados com L. (L.)
amazonensis, os farmacos amitriptilina e sertralina ndo apresentaram
reducdo na medida da lesdo e da carga parasitaria quando comparados
ao grupo nao tratado. J& os farmacos econazol (10 mg/kg/dia) por via
oral e a formulacdo creme base com triclosan 1% por via tdpica
apresentaram reducdo da carga parasitaria quando comparado ao grupo
nao tratado, mas somente a formulacdo com triclosan 1% apresentou

reducgéo estatisticamente significante.

Os dados descritos pela primeira vez no modelo in vivo, sugerem que
futuros estudos utilizando terapia combinatéria com farmacos ja utilizados
na clinica das leishmanioses possam ser promissores como uma hova

alternativa de tratamento.
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GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULD
SECRETARIA DE ESTADD DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENGAS
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS CRIEAIAL
CEUA4AL

ANEXO E

S30 Paulb, 23 de setembro de 2016.

Protecok 04/2016
Comissia de Efica no Uso de Animais do Instituto Adoo Lutz (CEUA-IAL)

Cartificamas que o projete de pesquisa ntitulado “Estudo pré-clinico racional de
novos candidatos a farmacos em protozooses negligenciadas utilizando abordagens
farmacecinéticas”, sob a rasponsabdidade de André Gustavo Tempone Cardoso,
Pasquisador Clntifico do Centro de Parasitologia & Micologia do Instituto Adolio Lutz -
Central, que envolve a producdo, marutencdo efou a utlizagdo de animais pertencentes so
filo Chordata, subfilo Vertebrata (excato o hamem) para fine de pasquisa Genlifica anconlra-
se de acordo com 08 preceitos da Led n® 11.764, de 08 de outubro de 2008, com o deweto
n® 6.839, de 15 de julho de 2008 & com as normas editadas palo Cansalho Nacional de
Controbe da Exparenantacdo (CONCEA). Este Projeto foi APROVADO pefa Comissao de
Efica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL) na 608 reuniaa resizeds em
13092016,

Informamos que devam ser ancaminnados relatonos ANUAIS a CEUA-IAL, no intuito
de acompanhamos o8 procedmentos regizados segundo o5 aspectos aticos @ 5andancs,
o8 quais permtirdo 3 elsboracde de relatdrics anuas por esta CEUAJAL gque sio
ancaminhados a0 Consslho Naconal de Controle de Experimentacao Animal {CONCEA),
conforme a Lei n® 11,784, de 8 de outubro de 2008,

| Vigéncia do Progto | 132002016 a 01/06/2020
Espécie Camundongos heterogénicos
 Linhagem | Swiss
N* de animais 60
Idace 19221 semanas
18 gramas
Saxo Machos
Origem Bictério IAL
[Espécie Camundongos iscgénicos
_Linhagem Bakic
N’ de animass 128 machos & 46 fémeas
Idacke 19 a 21 semanas
Peso 18 gramas
Saxo Machos & Fémeas
| Origem Bioténio WAL
RAF/raf Erderego Avenida Douter Amaldo, 1" 351 - 11° Andar - Salas 1102

Pacaomty - §80 Paulo - SP — CEP: 01246-000
Tel: (11} 3088.2887 ~ emal. coudRial sp.gov.be
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CEUA-IAL
"Espece Hamster
_Lnhagem Sino dourado
- N° de animas ay
ldade 20-25 sernanas
Peso 30 3 40 gramas
Saxo Machos
 Crigem Biotsro IAL
Aencosamente,

Dra, Raquefdos
Caordenadora da Comssao de Eticd n
Instituto Adolfo Lutz

Fazol
de Animais (CEUA-IAL)

RAF/raf Endereca Avenadn Doutor Amaldo, n® 351 - 11 Andar - Saks 1102
Pacaombu - 580 Fauo ~ &P ~ CEP. 11245000
Tal (11) 30852687 — n-myit cousdDial 5o gov br
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