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RESUMO

Atividade da paromomicina in vitro contra isolados clinicos de Leishmania
spp.- e sua eficacia in vivo no tratamento da leishmaniose tegqumentar

experimental

A leishmaniose € uma doenga parasitaria causada por protozoarios
flagelados do género Leishmania, que afeta milhées de individuos em todo 0 mundo
em areas tropicais e subtropicais. No Brasil, o numero de casos da doencga tem
aumentado nos ultimos anos, principalmente em areas urbanas. O tratamento das
leishmanioses no Brasil € limitado a farmacos que, além do alto custo e efeitos
colaterais, sdo administrados por via parenteral. Recentemente, dois novos
farmacos foram aprovados no tratamento da leishmaniose visceral na Asia: a
miltefosina e a paromomicina (PAR). Uma vez que estes farmacos nao sao utilizados
no tratamento das leishmanioses no Brasil, faz-se necessario avaliar a eficacia
destes farmacos como alternativa de tratamento no pais. Neste trabalho foi avaliada
a suscetibilidade a PAR in vitro em isolados clinicos de pacientes com leishmaniose
tegumentar e cepas referéncia das espécies de Leishmania endémicas no Brasil,
bem como a sua eficacia in vivo em modelo experimental murino para uma das
espécies que causa a leishmaniose tegumentar no pais: L. (Leishmania)
amazonensis. Pelo método de amplificacdo do gene hsp70 seguido de digestdao com
enzima de restricdo Haelll e do sequenciamento de DNA do espacador interno
transcrito (ITS), foi possivel identificar as espécies dos 16 isolados clinicos utilizados
neste estudo. Destes isolados, 8 deles foram identificados como sendo L. (Viannia)
braziliensis, 5 deles L. (L.) amazonensis, dois deles L. (V.) guyanensis e um deles L.
(V.) shawi. Os valores de ECso de PAR em promastigotas de isolados clinicos e
cepas referéncia do parasito variaram de 4,95 a 205,03 uM, enquanto que os valores
de ECso na forma amastigota variaram de 0,19 a 111,2 uM. Os ensaios in vivo foram
realizados utilizando camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis e
tratados com 75, 150, 300 e 600 mg/kg/dia de PAR durante 14 dias por via
intraperitoneal. Os animais tratados com as dosagens de 300 e 600 mg/kg/dia
apresentaram reducdo significativa no tamanho da lesdo. Além disso, 0 grupo
tratado com 600 mg/kg/dia teve uma diminuicdo na carga parasitaria em cerca de
90%. Um segundo ensaio in vivo realizado com animais infectados com a cepa

referéncia de L. (L.) amazonensis e um isolado clinico da mesma espécie tratados



com dosagens de 150 e 600 mg/kg/dia de PAR, demonstrou que o isolado clinico,
mais sensivel a PAR na forma amastigota in vitro, apresentou redugéo
significativamente maior da carga parasitaria quando comparado com a cepa
referéncia, sugerindo uma possivel correlacdo entre a atividade do farmaco in vitro e
a eficacia do tratamento in vivo. Os resultados deste trabalho podem contribuir na
avaliacdo do potencial de uso da PAR na quimioterapia da leishmaniose tegumentar
no Brasil.



ABSTRACT

Activity of paromomycin in vitro against Brazilian clinical isolates of
Leishmania spp. and its efficacy in vivo on treatment of experimental

tegumentary leishmaniasis

Leishmaniasis is a parasitic disease caused by flagellated protozoa of the
genus Leishmania that affects millions of people worldwide in tropical and subtropical
areas. In Brazil, the number of cases of disease has increased in recent years,
especially in urban areas. The treatment of leishmaniasis in Brazil is limited to drugs
that are administered parenterally, are expensive and cause several side effects.
Recently, two drugs were approved as alternatives to the treatment of visceral
leishmaniasis in Asia: miltefosine and paromomycin (PAR). Although these drugs
have not yet been approved for the treatment of leishmaniasis in Brazil, it is
necessary to evaluate the efficacy of these drugs as alternative for the treatment of
leishmaniasis in Brazil. In this study, the susceptibility to PAR in vitro of clinical
isolates of patients with tegumentary leishmaniasis and reference strains of endemic
Leishmania species in Brazil was evaluated, as well as its in vivo efficacy in a murine
experimental model for one of the species that causes cutaneous leishmaniasis in
Brazil: L. (Leishmania) amazonensis. Typing of 16 clinical isolates by PCR of hsp70
gene followed by digestion with the restriction enzyme Haelll and DNA sequencing of
ITS (internal transcribed spacer) allowed the identification of the species among
these isolates: 8 isolates were L. (Viannia) braziliensis, 5 isolates L. (L.)
amazonensis, two isolates L. (V.) guyanensis and one isolate L. (V.) shawi. The ECso
values of PAR in promastigotes of clinical isolates and reference strains ranged from
4.95 to 205.03 uM, while the ECso values in intracellular amastigotes ranged 0.19 to
111.2 uM. In vivo studies were performed using BALB/c mice infected with L. (L.)
amazonensis and treated with doses of 75, 150, 300 and 600 mg/kg/day of PAR for
14 days administered intraperitoneally. Animals treated with dosages of 300 and 600
mg/kg/day presented a significant reduction in lesion size. In addition, animals
treated with 600 mg/kg/day had a reduction in parasite burden of 90%. A second in
vivo trial of animals infected with the reference strain of L. (L.) amazonensis and a
clinical isolate of the same species treated with dosages of 150 and 600 mg/kg/day
of PAR showed that the clinical isolate, more sensitive to PAR in amastigote form in



vitro, showed significantly greater reduction in parasite load when compared to the
reference strain, suggesting a possible correlation between drug activity in vitro and
in vivo treatment efficacy. The results of this study will contribute to evaluate the

potential use of PAR in chemotherapy of cutaneous leishmaniasis in Brazil.
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1.1 As leishmanioses

A leishmaniose € uma doenca parasitaria causada por protozoarios
flagelados pertencentes ao género Leishmania que sao transmitidos através da
picada de insetos hematéfagos conhecidos como flebotomineos (Murray, Berman et
al. 2005). A leishmaniose humana pode ter dois tipos de transmissdo: zoondtica e
antropondtica (Steverding, 2017). A transmissdo zoondtica ocorre em ambientes
domésticos, nos quais o cao é o principal reservatério do parasito, podendo também
ser felideos e equideos, ou em ciclos silvestres onde a transmissdo ocorre entre
animais selvagens (roedores, marsupiais, edentados e canideos silvestres), com os
humanos sendo hospedeiros acidentais (Bern, Maguire et al. 2008). A transmissao
antropondtica ocorre quando ha transmissao entre humanos na presenga do vetor,
sendo o ser humano o reservatério (Alvar, Velez et al. 2012). As leishmanioses
apresentam duas formas clinicas distintas da doenca: a leishmaniose visceral (LV) e
a leishmaniose tegumentar (LT), sendo esta ultima a manifestacdo clinica mais
comum com uma estimativa de 0,7 a 1,5 milhdo de novos casos por ano (WHO,
2016). No Brasil, a LT € causada principalmente por L. (Viannia) braziliensis, L.
(Leishmania) amazonensis e L. (V.) guyanensis, com menos casos relacionados a
outras espécies. Dentre essas espécies ja relacionadas a doenga humana, podemos
citar L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi, L. (V.) lainsoni e L. (V.) lindenbergi (Jennings, de
Souza et al. 2014, Fagundes-Silva, Romero et al. 2015, Guimaraes, Silva et al. 2017,
Cantanhede, Mattos et al. 2019). A LT pode se apresentar em quatro formas
distintas: cutanea localizada, cutdnea disseminada, mucocutanea ou cuténea difusa
(Reithinger, Dujardin et al. 2007). A forma cutanea localizada € caracterizada por
lesbes na pele e Ulceras em partes expostas do corpo, que podem adquirir infeccoes
secundarias, deixando cicatrizes permanentes (Desjeux, 1996; WHO, 1990). A forma
cutanea difusa € menos comum e difere da forma cutanea localizada pelo
aparecimento de multiplos nédulos sem ulceracdo em todo o corpo. A forma
mucocutanea é restrita apenas aos paises da América Latina e caracteriza-se pela
disseminagdo de ulceras na mucosa do nariz, boca e garganta, produzindo lesbes
destrutivas na face (Desjeux 1996, Ahluwalia, Lawn et al. 2004). De maneira geral,
na LT o parasita infecta macréfagos residentes da pele e se multiplica
sucessivamente até o rompimento da membrana da célula hospedeira, liberando os

amastigotas intracelulares, forma presente no hospedeiro mamifero, que infectardo
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outros macrofagos (Steverding, 2017). A LV é a forma mais grave da doencga e
quando nao tratada, é fatal em 95% dos casos. No Brasil, a LV € causada por L. (L.)
infantum. Os principais sintomas da LV incluem febre irregular, perda de peso,
hepatoesplenomegalia e anemia. No caso da LV, os amastigotas liberados vao se
disseminar pela circulacdo sanguinea e infectar células do sistema fagocitico
mononuclear do figado, baco, medula 6ssea e linfonodos (Steverding, 2017).

As manifestagbes clinicas das diferentes formas clinicas das
leishmanioses no homem estéo relacionadas com a espécie do parasito infectante e
a suscetibilidade do hospedeiro humano (Murray, Berman et al. 2005).

A prevaléncia global estimada das leishmanioses é de 1,3 milhdo de
casos por ano em mais de 98 paises de regides tropicais e subtropicais (Alvar, Velez
et al. 2012). O numero de casos da LV varia de 200 a 400 mil por ano, com mais de
90% dos casos ocorrendo na india, Bangladesh, Sudao, Etiépia e Brasil. A LT afeta
700 mil a 1,5 milhdes de pessoas no Mediterraneo, Américas e Asia, sendo que 75%
dos casos sao encontrados no Brasil, Siria e Afeganistdao (WHO, 2016). A ocorréncia
da LT tem se expandido geografica e numericamente (Oliveira, Lacerda et al. 2004).
O aumento no numero de pessoas acometidas pela doenga durante os ultimos anos
em todo o mundo se da por diversos fatores, sendo os principais a globalizagéo,
mudancas climaticas, migragcdo de pessoas e aquecimento global, sendo o ultimo
responsavel pela expansao da distribuicdo do vetor, contribuindo para a expansao
da leishmaniose para areas nao endémicas (Shaw 2007, Aspock, Gerersdorfer et al.
2008). No Brasil, cerca de 20 mil novos casos de LT tém sido reportados
anualmente. Ja o numero de casos de LV sao de cerca de 3.000 por ano no territdrio
brasileiro (Alvar, Velez et al. 2012).

No Brasil, Leishmania (V.) braziliensis é a espécie de maior prevaléncia
com ampla distribuicdo geografica no territério nacional. Esta espécie esta
relacionada a quadros clinicos cuténeos localizados, a leishmaniose disseminada e
a forma mucosa que infecta e destr6i os tecidos da mucosa nasofaringea em até
10% dos pacientes (Reithinger, Dujardin et al. 2007). Embora em menor frequéncia,
também ocorrem infeccées por L. (L.) amazonensis, associada a quadros de
leishmaniose cutanea localizada e cutédnea difusa, esta ultima refrataria aos
tratamentos disponiveis até o momento. Essa espécie estd distribuida pelas
florestas da Amazénia Legal (Amazonas, Para, Rondénia, Tocantins e Maranh&o),

ampliando-se para o Nordeste (Bahia), Centro-Oeste (Goias), Sudeste (Sao Paulo
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e Minas Gerais) e Sul (Parana) (Ministério da Saude, 2014). Relatos de infecgdes
por L. (V.) guyanensis, espécie que estd associada a quadros cutaneos localizados,
geralmente de dificil tratamento, também tém sido reportados, cuja distribuicdo esta
limitada a Regido Norte (Amazonas, Acre, Amapa, Roraima e Para) (Ministério da
Saudde, 2014). Além disso, estudos mais recentes tém reportado um aumento do
numero de casos de infec¢ao por outras espécies do parasito, como L. (V.) naiffi na
regido Amazoénica, cujas infecgcoes cutaneas nao apresentam cura espontanea e a
resposta ao tratamento nem sempre é satisfatéria (Fagundes-Silva, Romero et al.
2015). As outras espécies de Leishmania causadoras da LT no Brasil que sao
menos frequentes, encontram-se predominantemente no Norte e Nordeste do pais,
sendo: L. (V.) lainsoni que ocorre no Para, Rondb6nia e Acre; L. (V.) shawi no Para
e Maranhao; L. (V.) naiffi no Para e Amazonas e L. (V.) lindenbergi no Estado do
Para (Ministério da Saude, 2014) (Tabela 1).

1.2 Género Leishmania

O género Leishmania é compreendido por protozoarios tripanosomatideos
pertencentes ao subgrupo Kinetoplastea (Uliana, 2012) e engloba pouco mais de 20
espécies que causam a leishmaniose em humanos. Os tripanosomatideos séo
protozoarios parasitos dotados de um Unico flagelo que possuem organelas comuns
a outras células eucaribticas, porém outras organelas séo restritas a esse grupo.
Esses protozoarios possuem acidocalcissomos, glicossomos e cinetoplasto. O
cinetoplasto € o DNA da unica mitocéndria desses protozoarios, que contém uma
grande quantidade de DNA extracelular, organizado em duas classes de DNAs
circulares: os minicirculos e os maxicirculos (Uliana, 2012).

Os glicossomos sao peroxissomos modificados, capazes de
compartimentalizar algumas vias metabdlicas, tais como a via glicolitica e f-
oxidacao de acidos graxos, por exemplo (Michels, Bringaud et al. 2006). Os
megassomos sao organelas cujo conteddo consiste de proteinases de cisteina,
estando relacionado a acumulacdo e possivel degradagdo de macromoléculas
endocitadas (Vannier-Santos, Martiny et al. 2002).

Os acidocalcissomos sao organelas capazes de acumular grande
quantidade de ions calcio, magnésio e zinco, além de conterem as enzimas
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pirofosfatase e polifosfatase (Docampo e Moreno 2001). Estes estdo envolvidos na
resposta a mudancgas no pH e pressdo osmética (Kornberg, Rao et al. 1999).

As leishmanias sao parasitos digenéticos, apresentando duas formas:
promastigota e amastigota (Pace, 2014). Estas formas sao consideradas adaptacdes
as mudancas nas condicbes ambientais sofridas dentro do inseto vetor e no
hospedeiro mamifero (sobrevivéncia a variagdes de pH, temperatura, disponibilidade
de nutrientes e oxigénio, etc) (Santos, Araujo et al. 2008). As formas amastigotas
sao intracelulares obrigatérias, com corpo celular esférico ou ovéide, sem motilidade.
Sao encontradas no interior de vacuolos das células do sistema fagocitico
mononuclear, principalmente macrofagos do hospedeiro mamifero (Uliana, 2012). As
formas promastigotas possuem corpo celular fusiforme e alongado, com cinetoplasto
localizado na extremidade do flagelo e sdo encontradas no tubo digestivo dos
flebotomineos. Com base na localizacdo no tubo digestivo do inseto vetor, os
parasitos do género Leishmania sao classificados em dois subgéneros: Leishmania,
que apresenta comportamento suprapilarico, com desenvolvimento restrito a porg¢éao
anterior do tubo digestivo e que é encontrada nas Américas, Europa, Asia e Africa, e
o0 subgénero Viannia, com desenvolvimento peripilarico, com estabelecimento de
infecgdo inicial na porcdo posterior do trato digestivo, migrando para as porgdes
anteriores durante o desenvolvimento. Este subgénero esta presente somente nas
Américas (Lainson, Shaw et al. 1987, Uliana, 2012, Pace, 2014).

1.2.1 Ciclo biolégico de Leishmania

O ciclo de vida de Leishmania é heter6xeno e se inicia com a ingestao de
formas amastigotas intracelulares pela fémea de um inseto flebotomineo durante o
seu repasto sanguineo (Figura 1). As formas amastigotas estéo presentes no interior
de macrofagos do hospedeiro mamifero infectado pelo parasito. Os parasitos
ingeridos diferenciam-se em formas promastigotas prociclicas. Para escapar das
enzimas digestivas do hospedeiro, os promastigotas escapam do saco alimentar e
instalam-se na regido do intestino. Apds adesao ao epitélio digestivo, multiplicam-se.
A medida que ha uma reducgdo dos nutrientes no tubo digestivo do vetor, as formas
promastigotas prociclicas se diferenciam em promastigotas metaciclicas, a forma
infectante para o hospedeiro mamifero (Uliana, 2012). As formas promastigotas
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metaciclicas possuem corpo celular pequeno, com flagelo maior que o corpo e nao
se dividem. Essas formas nao tém sido encontradas aderidas, mas sim livres no
limen do intestino do inseto vetor. Modificagdes estruturais nos lipofosfoglicanos da
membrana do parasito ocorrem durante a metaciclogénese, processo de
diferenciacdo do promastigotas prociclicos em promastigotas metaciclicos, que sao
responsaveis pelo desprendimento do protozoario do epitélio intestinal do
flebotomineo. Os promastigotas metaciclicos fazem uma migragédo retrégada até a
porcao do esdfago do inseto, e sdo regurgitados quando a fémea do inseto realiza
novo repasto sanguineo no hospedeiro mamifero (Uliana, 2012). No hospedeiro
mamifero, neutréfilos sdo atraidos para o local de inoculagdo dos parasitos. A
maioria dos promastigotas fagocitados sdo destruidos no interior do fagossomo do
neutroéfilo. Devido a seu curto periodo de vida, os neutréfilos sdo fagocitados por
macrofagos, adquirindo os parasitos do seu interior. Os parasitos internalizados
permanecem envoltos pelo vacuolo parasitéforo, sobrevivendo a agdo das enzimas
lisossémicas. No interior da célula, as formas promastigotas se transformam em
amastigotas, devido ao pH acido e o aumento da temperatura ao passar do inseto
(25°C) para o mamifero (37°C), que funcionam como desencadeadores do processo
de diferenciagédo do parasito (Peters e Sacks 2009, Uliana 2012). No macréfago, os
amastigotas multiplicam-se até o rompimento da membrana da célula hospedeira e,
quando livres, sao fagocitados por macrofagos vizinhos.
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Figura 1. Ciclo de vida do protozoario parasita do género Leishmania. Durante o
repasto sanguineo, o flebotomineo fémea ingere formas amastigotas intracelulares,
que estdo presentes no interior de células do sistema fagocitico mononuclear do
hospedeiro mamifero infectado (1). Os parasitos ingeridos se diferenciam em
promastigotas prociclicas e se dividem até sua diferenciagdo em promastigotas
metaciclicos, a forma infectante para o hospedeiro mamifero (2-4). Durante novo
repasto sanguineo, o flebotomineo regurgita promastigotas metaciclicos, que
posteriormente serdo fagocitados por células do hospedeiro, como macréfagos e
neutrofilos (5-6). No interior dessas células, as formas promastigotas se diferenciam
em amastigotas (7), que se multiplicam até o rompimento da membrana macréfago,
liberando-as e infectando novas células (8). O ciclo se reinicia quando o
flebotomineo ingere o sangue do hospedeiro mamifero infectado (1). Imagem gerada
pelo software Biorender.

1.3 Inseto vetor

Os flebotomineos sao insetos dipteros hematéfagos que estao presentes
principalmente em regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Australia, sudeste
da Europa e nas Américas (Killick-Kendrick, 1999). Os flebotomineos sdo insetos
pequenos, com corpo recoberto por inimeras cerdas e coloragdo castanho escura
(Killick-Kendrick, 1999). Os adultos vivem em abrigos Umidos e escuros e se
alimentam de fontes naturais de acucar (Warburg e Schlein 1986, Killick-Kendrick
1999, Uliana 2012). A alimentagdo sanguinea acontece no periodo noturno e a
escolha pelo hospedeiro mamifero é um processo ainda pouco compreendido
(Pimenta et al., 2012). Apenas as fémeas realizam o repasto sanguineo, que é
essencial para o desenvolvimento de seus ovos. Alguns flebotomineos se alimentam
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do sangue de varios hospedeiros, incluindo canideos, roedores e marsupiais,
enquanto outros se alimentam principalmente de sangue humano (Steverding,
2017). Sao conhecidas mais de 800 espécies de flebotomineos, porém apenas 30
destas espécies tém se mostrado capazes de transmitir a leishmaniose (Desjeux
2004, Sharma e Singh 2008, Maroli, Feliciangeli et al. 2013). Estas espécies
pertencem ao género Phlebotomus, encontrado na Asia, Europa e Africa e aos
géneros Lutzomyia e Psychodopygus nas Américas (Uliana, 2012). No Brasil, pouco
mais de 20 espécies de flebotomineos sdo responsaveis pela transmissdo das
principais espécies endémicas de Leishmania sp. As espécies do parasito que foram
flebotomineos no Brasil estéo

encontradas nas respectivas espécies de

representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies causadoras das formas clinicas da LV e LT no Brasil, sua
distribuicdo geografica e seus potenciais vetores.

Espécie de

Vetor
Leishmania eto

Distribuicao geografica

L. (L.) amazonensis

Regides Norte, Nordeste, Sudeste
e Sul

Lutzomyia flaviscutellata, Lu. longipalpis

L. (V.) braziliensis Regides Norte, Nordeste, Centro-  Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. wellcomei,
Oeste, Sudeste e Sul Lu. complexa, Lu. neivai, Lu. edwardsi, Lu.
migonei

L. (V.) guyanensis
L. (L.) infantum

L. (V.) lainsoni
L. (V.) lindenbergi
L. (V.) naiffi

L. (V.) shawi

Regiao Norte
Regibes Norte, Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul
Regido Norte
Regiao Norte (Para)
Regido Norte

Regides Norte e Nordeste

Lu. umbratilis, Lu. anduzei, Lu. whitmani

Lu. longipalpis, Lu. cruzi, Lu. almerio, Lu.
salesi

Lu. ubiquitalis

Lu. antunesi*

Lu. squamiventris, Lu.
amazonensis, Lu. ayrozai
Lu. whitmani

paraensis, Lu.

Fonte: Alvar et al., 2012; Silveira et al., 2002; Marcondes e Rossi, 2013. *nao confirmado

1.4 Tratamento

Os principais farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses no

Brasil

sdo o0s

antimoniais

pentavalentes

(antimoniato de meglumina e

estibogluconato de sédio), a anfotericina B e a pentamidina (Croft e Olliaro 2011)
(Figura 2). Alem do numero limitado de farmacos, estes apresentam ainda restricées
quanto a sua toxicidade, custo do tratamento e administracdo por via parenteral.
Aléem disso, a situagao tem sido agravada pela emergéncia de resisténcia clinica aos
antimoniais pentavalentes (Croft, Sundar et al. 2006). No Brasil, antimoniato de



29

meglumina constitui a primeira linha de tratamento tanto para a LV quanto para a LT.
Estes sdo usados para o tratamento das leishmanioses desde a década de 40 e
inicialmente acreditava-se que inibiam a glicélise e outras vias metabdlicas (Herwaldt
e Berman 1992). Contudo, outros mecanismos de agéo foram elucidados. Sabe-se
que o antimonial pentavalente (SbV) precisa ser reduzido a sua forma trivalente
(Sblll) para ter atividade antiparasitaria (Ponte-Sucre, Gamarro et al. 2017). Dessa
forma, tanto Sblll quanto SbV medeiam a fragmentacdo do DNA do parasita,
sugerindo que antimoniais conduzem os parasitas a um processo de morte celular
semelhante ao processo de apoptose (Sereno, Holzmuller et al. 2001, Sereno, Roy
et al. 2001, Lee, Bertholet et al. 2002).

No Brasil, para o tratamento de pacientes com as formas cutanea
localizada e disseminada, sugere-se doses que variam entre 10 e 20 mg SbV/Kg/dia
tanto para adultos quanto para criangas durante 20 dias seguidos (Ministério da
Saude, 2007). A resposta clinica deste farmaco é altamente variavel, chegando a
taxas de cura de cerca de 50% em infec¢des por L. (V.) braziliensis e L. (V.)
guyanensis (Machado, Ampuero et al. 2010, Chrusciak-Talhari, Dietze et al. 2011).
Na forma difusa, causada por L. (L.) amazonensis, a dose recomendada € de 20 mg
SbV/kg/dia durante 20 dias, sendo frequente as recidivas (Ministério da Saude,
2007). Na india, as doses de antimoniais utilizadas para o tratamento aumentaram
significativamente nos ultimos 50 anos e as taxas de cura nao atingem mais do que
50% dos pacientes com LV (Sundar 2001), o que faz com que estes ndo sejam mais
utilizados na quimioterapia da doenca.

A anfotericina B vem sendo utilizada no Brasil em casos de nédo resposta
ao tratamento pelos antimoniais e em casos de coinfecgdo por HIV. E esperado, no
entanto, o aparecimento de casos de resisténcia também a anfotericina B, devido a
sua maior utilizacdo, além da sua elevada meia-vida no plasma sanguineo, o que
aumenta a possibilidade de selecdo de parasitos resistentes (Croft, Sundar et al.
2006). Apesar dos bons resultados clinicos, a significativa toxicidade da anfotericina
B (principalmente a nefrotoxicidade) levou ao desenvolvimento de uma formulagéo
lipidica do farmaco. Sua toxicidade se torna significativamente reduzida quando
mantida apos sua incorporacdo em uma bicamada lipossémica (Wingard, White et
al. 2000, Stone, Bicanic et al. 2016). A forma lipossomal da anfotericina B,
administrada em dose Unica, tem sido considerada o farmaco recomendado

juntamente com a miltefosina na quimioterapia da LV na india, ambas com
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resultados bastante satisfatérios (Sundar e Chakravarty 2013). A anfotericina B
lipossomal é a formulagéo lipidica menos nefrotdéxica quando comparadas a outras
formulagdes da anfotericina B, contudo os efeitos colaterais, mesmo que reduzidos,
se mantém (Mistro, Maciel Ide et al. 2012, Adler-Moore, Gangneux et al. 2016,
Stone, Bicanic et al. 2016). As formulagdes lipidicas foram desenvolvidas para
minimizar os efeitos colaterais e melhorar a tolerabilidade do paciente (Yardley e
Croft 1997, Sundar, Mehta et al. 2004, Lemke, Kiderlen et al. 2005). O mecanismo
de acao da anfotericina B estd associado a interacdo do farmaco com o ergosterol, o
principal esterol da membrana plasmética do parasito. A anfotericina B causa a
formacao de poros na membrana, alterando a permeabilidade a ions, e assim,
causando a morte do parasito (Ramos, Saint-Pierre-Chazalet et al. 1994, Ramos,
Valdivieso et al. 1996).

A pentamidina € utilizada com menor frequéncia, ja que apresenta
toxicidade ainda maior do que aquela relatada para os antimoniais pentavalentes. A
toxicidade associada a esse farmaco inclui hipoglicemia, diabetes, nefrotoxicidade e
hipotensdo. Sua utilizacdo no Brasil restringe-se essencialmente a casos de LT
refratarios aos farmacos mencionados previamente. Outra caracteristica da
pentamidina foi evidenciada com o tratamento de pacientes refratarios aos
antimoniais na india. Seu tratamento mostrou-se eficaz inicialmente, mas houve um
decréscimo de cerca de 40% na taxa de cura apos cerca de 10 anos de uso (Jha,
Singh et al. 1991). A pentamidina tem a capacidade de inibir os complexos |, Il e Ill
da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial de Leishmania, geracdo de
espécies reativas de oxigénio e aumento dos niveis de célcio citosélico (Mehta e
Shaha 2004).

Considerando que os farmacos para o tratamento da LT sdo restritos em
relago a grupos com condigdes pré-existentes (gestantes, lactantes,
imunodeprimidos, criangas e com patologias clinicas especificas), além das diversas
limitacbes como administracdo por via parenteral, toxicidade e custo, faz-se
necessario avaliar a eficacia de outros farmacos contra os agentes causadores das
leishmanioses no Brasil. Dois novos farmacos j4 vém sendo utilizadas na Asia,
principalmente na india, para o tratamento de casos de LV: a miltefosina e a
paromomicina (PAR) (Croft e Olliaro 2011) (Figura 2). Estes dois farmacos tém
apresentado resultados bastante satisfatérios no tratamento de pacientes com LV na
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india, Nepal e Bangladesh, com taxas de cura de cerca de 90% (Sundar, Jha et al.
2006, Sundar, Jha et al. 2007, Jamil, Haque et al. 2015).

A miltefosina € um anélogo de fosfatidilcolina desenvolvida inicialmente
como composto antitumoral (Jha, Sundar et al. 1999, Sundar, Jha et al. 2006). Este
farmaco de administracdo oral interfere na biossintese e no metabolismo de
fosfolipidios (Lux, Heise et al. 2000, Rakotomanga, Saint-Pierre-Chazalet et al.
2005). Devido a elevada incidéncia de casos de resisténcia aos antimoniais na india,
a miltefosina é considerada o medicamento de escolha no tratamento da LV. No
Brasil, apenas dois estudos clinicos utilizando a miltefosina foram realizados. Estes
estudos demostraram uma eficacia de cerca de 70% para infec¢des por L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis em pacientes com leishmaniose cutanea, ambos
com eficacia superior quando comparados com o tratamento utilizando o antimonial
pentavalente (Machado, Ampuero et al. 2010, Chrusciak-Talhari, Dietze et al. 2011).
A toxicidade da miltefosina ndo € comum, porém estd associada com
teratogenicidade e efeitos colaterais gastrointestinais (Sundar e Chatterjee 2006).
Dentre as limitacoes deste farmaco, tém-se o alto custo e a elevada meia-vida no
plasma sanguineo (Jha, Sundar et al. 1999, Sundar e Murray 2005, Soto e Berman
2006). O esquema terapéutico dos principais farmacos utilizados no tratamento das
leishmanioses esta representado na Tabela 2.

Na India, a terapia combinada tem sido a alternativa de escolha em areas
onde ha casos de resisténcia clinica e de individuos coinfectados com HIV (Sundar e
Chakravarty 2013), no qual faz-se uso de uma unica dose lipossomal de anfotericina
B e miltefosina ou uma uUnica dose de anfotericina B lipossomal e PAR (Sundar,
Sinha et al. 2011, Sundar, Sinha et al. 2011). Esse tipo de tratamento demonstrou
resultados satisfatérios com resolucao a curto prazo e alta eficacia clinica (Alvar,

Yactayo et al. 2006, van Griensven, Balasegaram et al. 2010).
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Figura 2. Principais farmacos utilizados no tratamento da LT e LV no mundo.
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Tabela 2. Caracteristicas principais dos farmacos utilizados no tratamento da LT e LV no mundo.

Via de Forma

Farmaco Dosagem administracdo Eficacia Toxicidade clinica Resisténcia Desvantagens
Antimoniais Cardiotoxicidade . A
pentavalentes 10-20 . grave, ) Casos clinicos de resisténcia
(estlbogjuponato mg/kg/dia por Intravenoso ou Varia doe 35a nefrotoxicidade, thanea e Comum na Indlaltratamer)tc') de Ignga
d'e so@o e 30 dias intramuscular 95% pancreatite e visceral duragdo e administragao

anhmoma}o de hepatotoxicidade dolorosa
meglumina)
Nefrotoxicidade
1 mg/kg/dia . grave, Cutanea e .Resis.téncia Inst.abi_lidade ao cglor e
Anfotericina B oor 30 dias Intravenoso >90% tromboflebite e visceral induzida em hospitalizagcao por infusao
hipocalemia laboratério intravenosa lenta
Nefrotoxicidade
Anfotericina B 3-5 mg/kg/dia o leve, calafrios e Cutanea e Nao Instabilidade de calor e alto
lipossomal por 20 dias Intravenoso >96% febre durante a visceral reportada custo
infusdo
Hiperglicemia Resisténci
. . 7 ~ A esistencia s .
Pentamidina 3 mg/kg/dla Intramuscular Variade 36 a grave, hllpoterjsao Cu_tanea € induzida em A eflcaclla varia com Iga}se na
por 4 dias 96% e taquicardia, visceral laboratério localizagao geografica
miocardite
11-20 >94% na Asia Ototoxicidade, Resisténcia difgr:::‘[ceas(:?e\ézgijgn;raer:ssito
Paromomicina  mg/kg/dia por Intramuscular e varia de 46— nefrotoxicidade e Visceral induzida em Potencial para resisténcia '
21 dias 85% na Africa  hepatotoxicidade laboratorio clinica
Resisténcia
induzida em Longa meia-vida o que levar
2-2,5 Hepatotoxicidade, laboratorio. 9 o que
, , : " . a casos de resisténcia.
Miltefosina mg/kg/dia por Oral >94% nefrotoxicidade e Visceral Alguns N0 pode ser administrada
28 dias teratogenicidade relatos de err?mulheres grévidas
resisténcia
clinica.

Fonte: Zulfigar et al., 2017 (modificado).
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1.4.1 Paromomicina

A PAR é um antibiético aminoglicosideo de amplo espectro, isolado na
década de 1950 de Streptomyces krestomuceticus, que ja foi demonstrado como um
agente oral efetivo para um grande numero de agentes infecciosos, desde bactérias
a protozodrios intestinais (Davidson, den Boer et al. 2009). A PAR apresenta baixa
absorcao na circulacao sistémica ap6s administracao oral, sendo a via parenteral a
forma de escolha para a administracdo do farmaco na LV (Murray, Berman et al.
2005). Estudos clinicos recentes tém demonstrado alta eficacia da PAR no
tratamento da LV, com taxas de cura maiores que 90% quando administrada por via
intramuscular na india e Bangladesh (Jha, Olliaro et al. 1998, Sundar, Jha et al.
2007, Jamil, Haque et al. 2015). Estudos de fase Il para a LV na india estabeleceram
uma dose eficaz de 16 mg/kg/dia de PAR por 21 dias administrado por via
intramuscular (Jha, Olliaro et al. 1998). Em seguida, nos estudos de fase Il foi
observado uma taxa de cura de 95% para pacientes que receberam doses de 15
mg/kg/dia de sulfato de PAR por 21 dias. Esses resultados fizeram com que o
farmaco fosse aprovado para o tratamento da LV na india (Sundar e Rai 2005). No
caso da leishmaniose cutanea, a PAR pode ser também administrada na forma
topica (el-On, Weinrauch et al. 1985). Casos de resisténcia clinica ndao foram
descritos até o momento, o que demonstra o seu potencial de utilizacdo no
tratamento da doenca (Croft, Sundar et al. 2006).

Até o presente momento, ndo existem relatos de estudos clinicos
utiizando a PAR no tratamento de pacientes com LT, causada no Brasil
principalmente por L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis.
Dentre as potenciais vantagens da PAR estdo o seu baixo custo, boa tolerabilidade,
a curta duracao do tratamento o que minimiza as chances da geracao de parasitos
resistentes, além da sua boa eficacia clinica na LV (Sundar e Chakravarty 2008), o
que a capacita como um potencial farmaco para utilizacdo no tratamento da LT. A
PAR ¢é absorvida rapidamente por via intramuscular € o seu pico da concentracao
plasmatica ocorre apds 30 a 90 minutos da administragdo. A sua meia-vida varia
entre 2 a 3 horas em pacientes com funcbes renais saudaveis (Sundar e
Chakravarty 2008). Os efeitos colaterais mais importantes associados com a
administragcao por via parenteral sdo ototoxicidade, nefrotoxicidade e a elevacao dos
niveis de aspartato aminotransferase (Sundar, Jha et al. 2007). Porém, a frequéncia
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de efeitos colaterais tem sido baixa com as doses administradas para o tratamento
de pacientes com LV (Davidson, den Boer et al. 2009, Sinha, Jha et al. 2011).

Quanto ao mecanismo de acao da PAR, sabe-se que esta inibe a sintese
proteica (Fernandez, Malchiodi et al. 2011). Estudos prévios indicavam que a PAR
inibia a tradu¢cao mitocondrial do parasito (Maarouf, de Kouchkovsky et al. 1997). No
entanto, foi demonstrado recentemente que o ribossomo citoplasmatico € o principal
alvo da PAR, inibindo a sintese proteica e consequentemente afetando o
crescimento do parasito (Shalev, Rozenberg et al. 2015, Shalev-Benami, Zhang et
al. 2017). Aléem disso, sabe-se que parasitos resistentes selecionados in vitro
apresentam redugéao significativa no acumulo do farmaco (Jhingran, Chawla et al.
2009).

Estudos sobre a suscetibilidade in vitro da PAR tém demonstrado que
isolados clinicos de L. (L.) donovani apresentam suscetibilidade variavel
(Kulshrestha, Singh et al. 2011, Prajapati, Mehrotra et al. 2012). Embora a
suscetibilidade das principais espécies endémicas no Brasil tenha sido determinada
em cepas referéncia do parasito (de Morais-Teixeira, Gallupo et al. 2014), ndo ha
relatos na literatura sobre a suscetibilidade de isolados brasileiros. Espera-se que
seja encontrado variabilidade na suscetibilidade em isolados clinicos brasileiros do
parasito, considerando a diversidade genética ja encontrada, principalmente em
isolados de L. (V.) braziliensis (Cupolillo, Brahim et al. 2003). Estudos in vivo com
PAR em animais infectados com Leishmania spp. limitaram-se em avaliar a eficacia
por via topica ou parenteral, ou ainda associada a nanoparticulas. Foi observado
eficacia variavel em determinadas espécies como L. (L.) mexicana e L. (L.) major (el-
On, Cawich et al. 1993, Carneiro, Santos et al. 2010, Heidari-Kharaji, Taheri et al.
2016, Wijnant, Van Bocxlaer et al. 2017). Considerando a alta eficacia da PAR
reportada no tratamento da LV na India, é extremamente relevante avaliar a
suscetibilidade de isolados brasileiros a PAR in vitro, assim como sua eficacia in vivo
contra espécies causadoras da doenca no Brasil. Os dados obtidos neste estudo
podem contribuir para o estabelecimento de uma politica sobre a utilizacdo da PAR
na quimioterapia da LT no Brasil.
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2 JUSTIFICATIVA
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Considerando a alta eficacia clinica da PAR no tratamento da LV no
sudeste asiatico, pouco se conhece sobre a eficacia desse farmaco no tratamento
da LT, a forma responsavel pelo maior numero de casos de leishmaniose no Brasil.
Foi proposto neste estudo avaliar a atividade da PAR in vitro contra isolados clinicos
de pacientes do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, além da sua atividade in vivo
contra L. (L.) amazonensis utilizando como modelo de infeccdo camundongos
BALB/c. Cepas referéncia das principais espécies de Leishmania endémicas no
Brasil e responsaveis pela LT também foram testadas quanto a atividade da PAR in
vitro. Os isolados clinicos foram previamente tipados, a fim de determinar a espécie
do parasito do isolado. A identificagdo da espécie do isolado é extremamente
relevante para estudos de epidemiologia da doenca, além de contribuir para as
estratégias de controle e tratamento da doenca. Sabe-se, por exemplo que as
diferentes espécies e isolados clinicos podem responder diferencialmente aos
farmacos utilizados na quimioterapia da doenca. Considerando que ha poucos
relatos na literatura sobre a suscetibilidade in vitro a PAR de isolados e espécies
responsaveis pelas leishmanioses, assim como de sua eficacia in vivo, é essencial
avaliar sua atividade em espécies circulantes no Brasil, onde o numero de farmacos
disponiveis para o tratamento € limitado. Os dados obtidos neste estudo podem ser
Uteis para avaliar o potencial e as limitagdes de utilizacdo da PAR como alternativa
para o tratamento da LT no Brasil.
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O objetivo deste projeto foi avaliar a atividade da PAR in vitro e in vivo em
isolados clinicos e cepas referéncia das principais espécies causadoras da LT no
Brasil. Os objetivos especificos sao:

= |dentificar as espécies de Leishmania dos isolados clinicos que foram
utilizados nos ensaios de suscetibilidade in vitro e in vivo por métodos
moleculares;

» Determinar as concentragdes inibitérias da PAR in vitro para as formas
promastigotas e amastigotas intracelulares das cepas referéncia das
principais espéecies de Leishmania endémicas no Brasil, assim como dos
isolados clinicos de pacientes do Instituto de Infectologia ER;

» Avaliar a eficacia da PAR in vivo, utilizando o modelo de camundongo

BALB/c de LT causado por L. (L.) amazonensis.
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4.1 Parasitos, células de mamiferos e animais

As espécies utilizadas como referéncia neste estudo foram L. (L.)
amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269), L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L.
(V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/94/H3227),
L. (V.) guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. (V.) lainsoni (MHOM/BR/81/M6426),
L. (V.) naiffi (MDAS/BR/79/M5533), L. (V.) shawi (MCEB/BR/84/M8408) e L. (V.)
lindenbergi (MHOM/BR/96/M15732), representantes das espécies endémicas no
Brasil e causadoras da LT. Os ensaios de suscetibilidade foram avaliados nas
espécies referéncia e em isolados clinicos de pacientes com leishmaniose
provenientes do Instituto de Infectologia Emilio Ribas, através de colaboracdo com o
Prof. Jose A. L. Lindoso. Havia disponivel no laboratério 16 isolados de pacientes
(Tabela 3). As formas promastigotas de Leishmania foram cultivadas em meio M199
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) complementado com HEPES 40 mM, pH 7,4,
adenina 0,1 mM, hemina 0,005%, suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado e estéril, 100 pg/mL de penicilina/estreptomicina (Kapler, Coburn et al.
1990). Para o cultivo de promastigotas do subgénero Viannia o meio de cultura
M199 foi complementado com 2% de urina humana masculina estéril (Howard,
Pharoah et al. 1991). As culturas foram mantidas em estufa a 25°C e os repiques
realizados semanalmente. Macréfagos derivados de medula 6éssea de camundongos
foram obtidos conforme protocolo descrito (Zamboni e Rabinovitch 2003) e foram
cultivados em meio RPMI-1640 complementado com piruvato de sédio 0,1 M, 10%
de soro fetal bovino inativado e estéril e 100 ug/mL de penicilina/estreptomicina. Os
camundongos BALB/c foram obtidos do CEMIB (Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério), UNICAMP.
Todos os procedimentos realizados com animais foram autorizados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da UNICAMP (Anexo 1).
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Tabela 3. Lista dos isolados clinicos de pacientes com leishmaniose tegumentar
do Instituto de Infectologia ER.
Identificacao

Caddigo do : - Local de provavel
isolado d(()i r?i?:(i:;?:)te Forma clinica infeccéo
1 ER 004 PJTG Cutanea PA
2 ER 010 NPC Mucosa BA
3 ER 044 AG Mucosa PR/MG
4 ER 054 KJM Cutanea SP
5 ER 098 PJTG Cutanea PA
6 ER 108 GFC Cuténea -
7 ER 114 NJS Cutanea MG
8 ER 117 OFS Mucosa BA
9 ER 118 JMS Cutanea MT
10 ER 135 HPS Cutanea BA
11 ER 192 RSB Mucosa -
12 ER 215 GBC Cutanea -
13 ER 256 MMA Cutanea -
14 ER 267 LVSS Cutanea -
15 ER 269 KPLR - -
16 UB 017 - Cutanea SP

(-) Dado nao fornecido ou nao disponivel.

4.2 Identificacao molecular dos isolados clinicos de Leishmania spp.

4.2.1 Extracao de DNA genémico de Leishmania

Promastigotas em fase logaritmica de crescimento foram utilizadas para a
extragdo do DNA genbémico. Foram utilizados cerca de 10 mL de cultura, contendo
pelo menos 1x108 promastigotas. Neste protocolo, a cultura do parasito foi
centrifugada por 10 minutos a 850 g. A seguir, 0 sobrenadante foi removido e as
células foram lavadas com solugcdo de PBS (NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM;
Na2HPO4.7H20 4,3 mM; KH2PO4 1,4 mM; pH 7,2) (cerca 5 mL), sendo novamente
centrifugadas por 10 minutos a 850 g. Foi adicionado entdo 1 mL de DNAzol
(Thermo Fisher Scientific) para lisar as células e depois foi acrescentado 1 mL de
etanol 99%, homogeneizando por inversdao de 3 a 5 vezes. Em seguida, o DNA
gendmico foi recuperado utilizando uma alga de fio de plastico. O DNA gendmico foi
lavado 2 vezes com etanol 70%, mergulhando a al¢a de fio de plastico que contém o
DNA genbmico em um tubo cbnico. A seguir, o DNA foi seco a temperatura
ambiente por cerca de 10 minutos, sendo entao solubilizado em agua Milli-Q.
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4.2.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) do gene hsp70 e digestao com a
enzima de restricao Hae lll (PCR-F-RFLP)

A identificacdo da espécie dos isolados foi feita pela amplificacao do gene
hsp70 de Leishmania sp., seguido pela digestdo com a enzima de restricdo Hae lll,
conforme descrito por Montalvo et al. (2012) denominado PCR-F-RFLP. Para cada
reacao foi utilizado cerca de 100 ng de DNA gendmico de cada isolado, 200 nM de
cada um dos iniciadores, 1,5 mM de MgCl2 (25 mM), tampéao da enzima 1x (Tampao
10x: Tris-HCI 100mM pH 8,8 a 25°C; KCI 500 mM, 0,8% [v/v] Nonidet P40), 0,2 mM
de cada dNTP, 1,25 U da enzima Tag DNA Polimerase (5 U/uL) e agua Milli-Q para
completar o volume final da reacdo. Para a reacdo de PCR, foi utilizado um ciclo
inicial de 3 minutos a 94°C para a desnaturacdo, seguido de 30 ciclos de
amplificagdo e um ciclo de 10 minutos a 72°C para a extensao final. As etapas de
cada ciclo foram: 40 segundos a 94°C para desnaturacdo, 1 minuto a 60°C para a
associacao dos iniciadores e 2 minutos a 72°C para a extensdo. Os iniciadores
utilizados foram: F25 (5-GGACGCCGGCACGATTKCT-3), e R1310 (5™-
CCTGGTTGTTGTTCAGCCA CTC-3"). A amplificagcdo por PCR gera um produto de
1.286 pb.

Os produtos amplificados contendo o tampao de amostra de DNA (azul de
bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25% e glicerol 30% diluidos em agua) foram
analisados por eletroforese em gel de agarose em tampao TBE 1x (Tris-borato
40mM pH 8,0; EDTA 1mM). O marcador de peso molecular utilizado foi o 7 Kb DNA
Ladder (Sinapse Biotecnologia). O gel de agarose contendo os DNAs amplificados
foi corado com brometo de etidio e os respectivos produtos amplificados foram
visualizados e fotografados sob luz ultravioleta. Confirmada a amplificagdo, os DNAs
amplificados por PCR foram digeridos com a enzima de restricao Haelll (New
England Biolabs) e analisados por eletroforese em gel de agarose conforme
previamente descrito. Como controle positivo da reacao de PCR foi utilizado o DNA
gendmico das espécies referéncia de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269)
e L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903), além do DNA gendmico das demais
espécies endémicas no Brasil e causadoras de LT: L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147); L. (V.) lainsoni (MHOM/BR/1981/M6426); L. (V.) shawi
(MCEB/BR/84/M8408), L. (V.) naiffi (MDAS/BR/1979/M5533) e L. (V.) lindenbergi
(MHOM/BR/96/M15732).
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4.2.3 Amplificacao da regiao do ITS, clonagem e sequenciamento de DNA de
Leishmania spp.

4.2.3.1 Amplificacao da regiao do ITS

Foi sequenciada a regido do ITS (espagador interno transcrito) localizado
entre os genes que codificam as subunidades maior (LSU) € menor (SSU) do RNA
ribossomal (ITS1, 5.8S e ITS2) dos isolados clinicos. Em Leishmania, as regides
SSU e LSU sao conservadas, mas as respectivas regides do ITS (espagadores
internos transcritos) do DNA tém alto nivel de variacdo intraespecifica e
interespecifica, sendo muito utilizadas no estudo de genética populacional e para
identificacdo de cepas e isolados do parasito (Zauli, Yokoyama-Yasunaka et al.
2012). Esta regido gendmica de aproximadamente 1 kb foi previamente amplificada
por PCR (Cupolillo, Grimaldi Junior et al. 1995), purificada em gel de agarose
utilizando o kit PureLink Quick Gel Purification kit (Thermo Fisher Scientific) segundo
as instrucdes do fabricante e entao clonada no vetor pGEM-T Easy (Promega). Para
cada reagédo de PCR, foram utilizados 100 ng de DNA genbémico de cada isolado,
200 nM de cada um dos iniciadores, 1,5 mM de MgClz (25 mM), tampé&o da enzima
1x (Tampéao 10x: Tris-HCI 100mM pH 8,8 a 25°C; KCI 500 mM, 0,8% [v/v] Nonidet
P40), 0,2 mM de cada dNTP, 1,25 U da enzima Taqg DNA Polimerase (5 U/uL) e
agua Milli-Q para completar o volume final da reacdo. Para a reacdo de PCR foi
utilizado um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de amplificagcéo e
um ciclo de 10 minutos a 72°C para a extensao final. As etapas de cada ciclo foram:
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C para a associacdo dos iniciadores € 1
minuto e 30 segundos a 72°C para a extensdo. Os iniciadores utilizados foram: IR1
(5- GTCGTAGGTGAACCTGCAGCAGCTGGATCATT -3) e IR2 (5-
GCGGGTAGTCCTGCCAAACACTCAGGTCTG -3").

4.2.3.2 Ligacao do DNA amplificado no vetor de clonagem pGEM-T easy

Os produtos de PCR amplificados foram purificados em gel de agarose
utilizando o kit PureLink Quick Gel Extraction (Thermo Fisher Scientific) segundo as
instrucées do fabricante. Brevemente, adicionou-se no tubo o tampao L3 (tampéao de
solubilizagdo de gel) e incubou-se a 50°C até dissolver completamente o gel. O gel
dissolvido foi aplicado a coluna de purificacdo que foi centrifugada a 16.000 g por 1
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minuto, e o volume residual acumulado no fundo da coluna descartado. A seguir a
coluna foi lavada com 500 uL da solugdo W1 (tampdo de lavagem que contém
etanol) e centrifugada a 16.000 g por 1 minuto, descartando-se novamente a solucao
de lavagem. Para eluir o DNA, foi adicionado cerca de 35 pL de agua Milli-Q na
coluna que foi centrifugada novamente a 16.000 g por 1 minuto. A concentragdo do
DNA purificado foi determinada em um Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). A
ligacdo no vetor pGEM-T easy (Promega) foi feita segundo as instrucbes do
fabricante, utilizando cerca de 25 ng do vetor e uma propor¢ao de pelo menos 3
vezes 0 numero de moléculas do inserto (25 ng de DNA do produto amplificado de
cerca de 1 kb). Para a ligagéo no vetor de clonagem pGEM-T easy (Promega), foram
utilizados cerca de 2,5 yL do tampédo 2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase
(60mM de Tris-HCI, pH 7.8; 20mM de MgClz; 20mM de DTT; 2mM de ATP e 10% de
polietilenoglicol), 25 ng do vetor (0,5 uL), 25 ng do produto de DNA amplificado e 0,5
ML da enzima T4 DNA ligase (3 U/ uL) (Promega) para um volume final de 5 pL.
Incubou-se a ligacao a 4°C durante 16 horas.

4.2.3.3 Transformacao bacteriana do produto clonado no vetor pGEM-T

O produto de ligacado foi transformado utilizando 100 uL de bactérias
competentes de Escherichia coli (linhagem DH5qa) preparadas previamente conforme
descrito (Sambrook, Fritsch et al. 1989). As mesmas foram incubadas em gelo
durante 30 minutos, transferidas para banho maria a 42°C por 1 minuto e 30
segundos e entao incubadas novamente no gelo durante 5 minutos. Posteriormente
foi adicionado 1 mL de meio LB (Luria Bertani) (10 g/L de extrato de levedura; 10 g/L
de triptona, 5 g/L de NaCl; pH 7,2). As bactérias recombinantes foram incubadas a
37°C por cerca de 1 hora com agitagdo constante e depois foram plagueadas em LB
contendo agar (1,5 g/L) e 100 pg/mL de ampicilina. Previamente ao plagueamento,
foi ainda adicionado 100 pL de IPTG 100 mM e 20 uL de X-Gal (substrato da enzima
B-galactosidase) 50 mg/mL. Uma vez plagueadas, as bactérias foram incubadas em
estufa a 37°C durante 16h.
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4.2.3.4 Extracao do DNA plasmidial por lise alcalina e digestao com enzimas
de restricao

Para o isolamento do DNA plasmidial, as bactérias recombinantes tiveram
o DNA do plasmideo purificado utilizando o kit PureLink Quick Plasmid Miniprep
(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as especificagdes do fabricante. As
colénias brancas, ou seja, aquelas que foram transformadas com o plasmideo
contendo o inserto esperado, foram coletadas com palitos estéreis e cultivadas em
tubos contendo 4 mL de meio LB com 100 ug/mL de ampicilina a 37°C, sob agitacéo
constante, durante 12 horas. Apds esse periodo, as culturas foram centrifugadas a
2.880 g por dez minutos. Primeiramente, o sedimento bacteriano foi ressuspenso em
solucao de ressuspensao contendo RNAse. A seguir, foi adicionado o tampao de lise
e incubou-se a temperatura ambiente por 5 minutos. Apds este periodo, foi
adicionada a solucdo de precipitacago de DNA cromossomal seguido de
centrifugacéo a 16.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e aplicado a
coluna de purificacdo de DNA plasmidial que foi centrifugada a 16.000 g por 1
minuto. O volume residual acumulado no fundo da coluna foi descartado. A seguir, a
coluna foi lavada com 700 uL da solucdo W9 (tampao de lavagem que contém
etanol) e centrifugada a 16.000 g por 1 minuto, descartando-se novamente a solugao
de lavagem. Para a eluigdo do DNA, foi adicionado cerca de 50uL de agua Milli-Q na
coluna que foi centrifugada novamente a 16.000 g por 1 minuto. O DNA foi
quantificado e armazenado a 4°C. O DNA plasmidial foi entdo digerido com a enzima
de restricdo EcoRl, cujos sitios de restricao no vetor pGEM-T easy possibilitam a
liberacao do inserto. O resultado da digestao foi analisado em gel de agarose 0,8%
acrescido de 0,75 pg/mL de brometo de etidio em tampao TBE 1x (Tris-borato 89
mM, EDTA dissodico 2mM). Foram selecionados assim, os plasmideos contendo o
inserto esperado para o posterior sequenciamento de nucleotideos.

4.2.3.5 Sequenciamento de nucleotideos

A sequéncia de nucleotideos dos respectivos insertos foi determinada por
sequenciamento automatico segundo método descrito por (Sanger, Nicklen et al.
1977), utilizando iniciadores M13 (senso e anti-senso), além de iniciadores internos
ao produto amplificado. As respectivas sequencias dos iniciadores utilizados foram:
M13F (5- CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC -3; M13R (5'-
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TCACACAGGAAACAGCTATGAC -3)); L5.8SF (5- TGATACCACTTATCGCACTT -
3) e L5.8SR- (5- AAGTGCGATAAGTGGTA -3). Todas as reagdes de
sequenciamento foram realizadas pela empresa Myleus Biotecnologia, utilizando o
seu servico de sequenciamento. O aparelho utilizado é o ABI Prism 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystems). Para as reagdes de sequenciamento foram utilizados
os terminadores fluorescentes do kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction kit (Applied Biosystems) conforme as instrugcdes do fabricante. As
sequéncias consenso da regido do ITS de cada isolado foram geradas a partir de
pelo menos trés sequéncias senso e trés sequéncias anti-senso independentes. As
andlises das sequéncias de DNA foram realizadas utilizando os softwares Lasergene
(DNASTAR) e Clone Manager 9.0. As respectivas sequéncias de nucleotideos do
ITS de cada um dos isolados foram alinhadas utilizando o software ClustalW (Larkin,
Blackshields et al. 2007) e editadas manualmente. A porcentagem de identidade
entre as sequéncias foi determinada com o software GeneDoc (Nicholas et al.,
1997). A relacdo filogenética entre os isolados foi inferida no software SplitsTree
v4.11.3 utilizando o método Neighbor-net (Huson e Bryant 2006). Foram utilizadas
sequéncias da regido do ITS de espécies e cepas de Leishmania spp. disponiveis no
GenBank para as analises.

4.3Farmaco

A PAR, em po, foi obtida da companhia Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Esta foi diluida em agua Milli-Q e ent&o filtrada utilizando filtro de 0,22 pM.

4.4 Avaliacao da suscetibilidade de promastigotas e amastigotas intracelulares
de Leishmania spp. a PAR

A atividade da PAR contra formas promastigotas dos isolados clinicos e
das cepas referéncia foi avaliada utilizando o teste do MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina). O protocolo utilizado foi aquele previamente
descrito (Zauli-Nascimento, Miguel et al. 2010). Apds contagem dos parasitos em
camera de Neubauer, cerca de 2x10° promastigotas em fase logaritmica de
crescimento foram incubados em concentragées crescentes de PAR (0, 6,25, 12,5,
25, 50, 100, 200, 400, 800 uM) em volume de 200 pL de meio M199 em placa de 96
pocos por 24 horas a 25°C. Posteriormente foram adicionados 30 uL de solugéo de
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MTT (5 mg/mL), sendo incubado por cerca 3 horas. ApOs esse periodo, a reagao foi
interrompida com 50 pL de SDS 20% (dodecil sulfato de sddio) para a lise dos
parasitos. O resultado foi avaliado por espectrofotometria, medindo a absorbancia de
595 nm, utilizando como referéncia a absorbancia de 690 nm. Os experimentos
foram realizados em ftriplicada, utilizando as respectivas cepas referéncia como
controle do experimento. Os valores de ECso e ECg0 (concentragdo de PAR que inibe
a viabilidade celular em 50% e 90% respectivamente) foram determinados a partir de
curvas de regressao sigmoide utilizando o programa GraphPad Prism 7. Foram
realizados pelo menos trés experimentos independentes para cada isolado ou cepa
referéncia de Leishmania spp.

A suscetibilidade de amastigotas intracelulares dos isolados foi avaliada
utilizando macro6fagos derivados de medula éssea que foram infectados e avaliados
quanto a sua viabilidade apds coloragdo com Giemsa e observagdo em microscopio
optico. Os macrofagos, diferenciados em meio R2020 contendo 20% de
sobrenadante de cultura de fibroblastos L929 (que secretam fator de crescimento e
diferenciacao de macréfagos), 20% de soro fetal bovino e 50% de meio RPMI, foram
cultivados em placas de 24 pogos contendo previamente laminulas redondas de
vidro de 13 mm de diametro estéreis. Apds incubagdo por 24 horas em estufa a
37°C e 5% CO2, os macroéfagos foram infectados com formas promastigotas das
respectivas espécies em fase estacionaria de crescimento. As infeccbes foram
realizadas por cerca de 3-4 horas em atmosfera contendo 5% de CO:2 a temperatura
de 34°C. Apéds esse periodo, os parasitas nao internalizados foram removidos e
entdo foi adicionado meio RPMI contendo concentragdes crescentes de PAR (0, 0,1,
1, 5,10, 30, 50, 75, 100, 150, 300, 500 e 750 uM). Os macréfagos infectados foram
incubados a 34°C em atmosfera contendo 5% de CO:z por 72 horas. As laminas
entdo foram fixadas, coradas e observadas ao microscopio éptico. A porcentagem
de infeccdo e o numero de amastigotas por macréfago foram determinados e os
valores de ECso e ECoo foram calculados no programa GraphPad Prism 7 conforme
previamente descrito. Foram realizados trés experimentos independentes realizados

em duplicata.

4.5 Ensaio de citotoxicidade em macréfagos derivados de medula de 6ssea
Macréfagos derivados de medula 6ssea foram plaqueados e cultivados
em placas de 24 pogos contendo RPMI completo durante 24 horas em estufa a 37°C
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e 5% CO2. Apds a incubacgéo inicial, os macréfagos foram incubados em meio RPMI
1640 completo com concentrac¢des crescentes de PAR (0, 25, 50, 75, 125, 250, 500,
750, 1.000, 1.500, 2.000 e 3.000 uM) durante 48 ou 72 horas. Posteriormente, o
meio RPMI contendo PAR foi removido e, em seguida, foram adicionados 100 uL de
tripsina (2,5 g/L) por pogo e incubado por 15 minutos. Apos este periodo, 400 uL de
PBS foram adicionados e entdo 10 uL dessa suspensdo de células foram diluidos
em 10 uL de uma solucao de Trypan Blue 0,4% (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, MO,
USA). Dez microlitros da solugcdo foram adicionados em camara de Neubauer. A
viabilidade celular foi determinada a partir da contagem do numero total de células
viaveis. As células ndo viaveis adquirem o corante azul que atravessa a membrana
da célula morta. Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata e
o valor de CCso (concentracdo de PAR que inibe a viabilidade celular em 50%) foi
determinado a partir de curvas de regressdo sigmoide utilizando o programa
GraphPad Prism 7.

4.6 Avaliacao da eficacia in vivo da PAR em modelo experimental de
leishmaniose tegumentar

Grupos de cinco camundongos fémeas BALB/c cada foram infectados no
coxim plantar da pata posterior direita utilizando 1x10® promastigotas de fase
estacionaria de crescimento da cepa referéncia de L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269) ou do isolado clinico ER256. Apés cerca de quatro
semanas de infec¢do, foi iniciado o tratamento com PAR, e os grupos foram
separados naqueles tratados por via intraperitoneal e via intramuscular, a fim de
avaliar a melhor via de administracao para o tratamento. Também foi utilizado um
grupo controle de animais nao tratados. A evolucao da lesao foi feita semanalmente
através de um medidor de espessura (Mitutoyo), avaliando a espessura da pata
infectada e da pata contralateral sadia. Ao final do tratamento, os animais foram
eutanasiados e foi retirado cerca de 25-50 mg de tecido da pata infectada. O DNA
da lesao foi extraido com o kit PureLink Genomic DNA (Thermo Fisher Scientific), de
acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O DNA genémico foi isolado por
digestdo com Proteinase K e RNAse A no tampéao de lise durante uma incubacéo de
10 minutos a 55°C. Em seguida, foi adicionado etanol e as amostras foram aplicadas
a uma coluna de purificagdo. A centrifugagéo foi realizada para permitir que o DNA
se ligue a coluna, seguido de lavagem e eluicdo com agua Milli-Q. O DNA
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recuperado da coluna foi quantificado no espectrofotémetro NanoDrop (Thermo
Fischer Scientific) e armazenado a -20°C até a realizagcdo do PCR em tempo real,
para quantificacdo da carga parasitaria dos animais infectados.

4.6.1 PCR em tempo real para analise de carga parasitaria

A quantificacdo da carga parasitaria foi feita através de PCR em tempo
real (QPCR), pela deteccdo de DNA de Leishmania em tecido da pata de
camundongos infectados tratados e ndo tratados, conforme descrito por Nicolas et
al. (2002) e Wijnant et al. (2017). Para cada reacédo, foram utilizados 4 uL do DNA
total extraido de tecido da pata infectada, previamente diluido (1:100), e que
corresponde a quantidade de DNA de 1 mg de tecido, 10 uL de iTaq Universal SYBR
Green Supermix (Biorad), 1,2 mM de MgCl2 e 500 nM de cada iniciador. Para a
reacdo de gPCR, foi utilizado um ciclo inicial de 3 minutos a 95°C para
desnaturacao, seguido de 40 ciclos de amplificacdo. As etapas de cada ciclo foram:
15 segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C. Os iniciadores utilizados foram: G6PDH-
F (5- CGYCTYCCAGACGCYTACGA - 3" e G6PDH-R (5-
AGCGGYGTGAAGATGCGCCA - 3’), que amplificam um fragmento de 110 pb do
gene glicose-6-fosfato desidrogenase (g6pdh), um gene de copia unica em L. (L.)
amazonensis (Castilho et al., 2008). Para a construcao da curva padrédo, foram
incluidas triplicatas contendo DNA gendmico equivalente a 2x107 a 2 parasitos, em
diluicbes seriadas de 10 vezes. O DNA gendmico dos parasitos foi quantificado a
partir das respectivas amostras de tecido dos animais tratados e néo tratados e
foram quantificados em duplicata. O aparelho utilizado foi StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems™, MA/EUA) disponivel no Laboratério de
Gendmica e Expressao (LGE), IB-UNICAMP.

4.6.2 Determinacao dos niveis de alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase e creatinina no sangue de animais infectados e tratados com
PAR

A analise bioquimica do sangue dos animais foi realizada pelo laboratério
de andlises clinicas Vetpat (Campinas, SP, Brasil), onde foram determinados os
niveis de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
creatinina. Para a coleta de sangue, a via escolhida foi a axilar (venosseccao). O
animal foi manualmente contido e, em seguida, foi administrado 100 mg/kg de
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ketalar e 10 mg/kg de xilazina por via intraperitoneal. A seguir, foi feita uma incisdo
na axila do animal, na parte lateral do toérax, e o sangue foi coletado com auxilio de
pipeta Pasteur (Neves et al., 2013) antes do animal ser eutanasiado.

O método utilizado para determinacao das concentracdes de ALT e AST
foi o cinético UV. Para a realizagdo dos ensaios, o reagente do kit (Interkit) (tampé&o
Tris 100 mmol/L pH 7,5, L-alanina 500 mmol/L, malato desidrogenase = 600 U/L,
lactato desidrogenase = 1.200 U/L, azida sodica 0,1 g/L, NADH 0,18 mmol/L, a-
cetoglutarato 15 mmol/L, azida sédica 15,5 mmol/L) foi pré-aquecido durante 2
minutos a 37°C. Em seguida, foi pipetado em um tubo de ensaio 1 mL do reagente e
0,1 mL do soro de cada animal. A mistura foi homogeneizada e transferida para
cubeta termostatizada a 37°C. Apds 90 segundos, foi medida a absorbancia inicial a
340 nm em espectrofotbmetro semi-automatico Bioplus BIO-2000 e novas leituras
foram efetuadas apos 1, 2 e 3 minutos. O valor da concentragéo foi determinado de
acordo com os calculos fornecidos pelo kit.

Para a quantificacdo de creatinina no sangue dos camundongos, foi
utilizado o método cinético colorimétrico que utiliza 0,1 mL de cada amostra diluida
em um tubo de ensaio contendo 1 mL do reagente do kit (NaOH 125 mmol/L,
tetraborato de sédio 24 mmol/L, &cido picrico 44 mmol/L). A mistura de cada amostra
foi entdo homogeneizada e transferida para cubeta termostatizada a 37°C. Apo6s 30
e 90 segundos, foram obtidos os valores de absorbancia a 510 nm em
espectrofotdbmetro semi-automatico Bioplus BIO-2000. A diferenca entre as duas
leituras é proporcional a concentracdo de creatinina na amostra. O valor da

concentragéo foi feito de acordo com os calculos fornecidos pelo Kit.

4.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 7,
utilizando o teste ANOVA de uma via e pds-teste de comparacées mdltiplas de
Tukey. O valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS
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5.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) do gene hsp70 e digestao com a
enzima de restricao Hae lll (PCR-F-RFLP)

Para a identificagcdo das espécies dos isolados utilizados neste estudo, foi
utilizado o protocolo que amplifica um produto de 1.286 pb do gene hsp70, seguido
da digestdo com a enzima de restricdo Haelll (Montalvo, Fraga et al. 2012). A
analise dos perfis moleculares dos isolados clinicos, gerados pela digestdo com
enzima de restricdo Haelll do produto de PCR do gene hsp70, identificou 8 isolados
como sendo L. (V.) braziliensis, 5 isolados sendo L. (L.) amazonensis, 2 isolados
sendo L. (V.) guyanensis e 1 isolado sendo L. (V.) shawi (Figura 3). Como controle,
foi utilizado o DNA genbmico de cepas referéncia de L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269) e  (IFLA/BR/1967/PH8), L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) e (MHOM/BR/94/H3227), L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147), L. (V.) shawi (MCEB/BR/84/M8408), L. (V.) lainsoni
(MHOM/BR/81/M6426), L. (V.) naiffi (MDAS/BR/79/M5533) e L. (V.) lindenbergi
(MHOM/BR/96/M15732) (Figura 3).

Conforme observado na Figura 3B, os isolados de L. (L.) amazonensis
(amostras 12, 13, 14, 16 e 17) apresentaram uma banda de aproximadamente 580
pb. Conforme previamente descrito por Espada et al. (2018), o gene hsp70 de L. (L.)
amazonensis pode ser polimorfico para alguns isolados desta espécie. Neste caso,
em um dos alelos ndo ha o sitio de restricao para a enzima Haelll (GG/CC) entre os
fragmentos de 338 e 246 pb, resultando em um fragmento de 584 pb. Foi observado
também um perfil de restricao distinto para o isolado ER114 (Figura 3D, amostra 21)
em comparagdo com as demais espécies referéncia do parasito (Figura 3). Através
do sequenciamento do gene hsp70 e da regido do ITS, foi possivel identificar a
espécie deste isolado como L. (V.) braziliensis. Foi observado uma identidade de
99% e 98% com as sequéncias de hsp70 e ITS de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2903) respectivamente (dado ndo mostrado; Tabela 4). Através
da analise da sequéncia de nucleotideos do gene hsp70, a existéncia da banda de
cerca de 600 pb se da pela auséncia de um sitio de restricdo da enzima Haelll entre
os fragmentos de 338 e 286 que resulta em um fragmento de 624 pb (Figura 3D,
amostra 21).
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Figura 3. Tipagem molecular dos isolados clinicos utilizando o produto amplificado
do gene hsp70 seguido de digestdo com a enzima de restricao Haelll. (A e C)
Produto amplificado do gene hsp70 (1.286 pb) dos isolados clinicos do Instituto de
Infectologia ER e das cepas referéncia de Leishmania spp. (B e D) Digestdao com
enzima de restricdo Haelll dos respectivos produtos amplificados. Legenda: PM —
Marcador de Peso Molecular; 1- L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269); 2- L.
(L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8); 3- L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/94/H3227);
4- L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903); 5- L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147); 6- L. (V.) shawi (MCEB/BR/84/M8408); 7- L. (V.)
lindenbergi (MHOM/BR/96/M15732) ; 8- ER108; 9- ER004; 10- ER010; 11- ER044;
12- ER054; 13- ER117; 14- ER118; 15- ER192; 16- ER256; 17- UB017; 18- L. (V.)
lainsoni (MHOM/BR/81/M6426); 19- L. (V.) naiffi MDAS/BR/79/M5533); 20- ER098;
21- ER114; 22- ER135; 23- ER215; 24- ER267; 25- ER269.
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5.2 Sequenciamento da regiao do ITS em isolados clinicos de Leishmania
spp-

Para confirmacdo dos resultados obtidos pelo perfil de digestdo com a
enzima Haelll do produto amplificado do gene hsp70, as espécies dos isolados
foram ainda identificadas através do sequenciamento da regido do ITS (espagador
interno transcrito) de aproximadamente 1 kb e posterior alinhamento com as
sequéncias das respectivas espécies de Leishmania disponiveis em bancos de
dados como o GenBank. Foi observada uma identidade de pelo menos 98% entre as
sequéncias dos isolados clinicos e das respectivas sequéncias das espécies
referéncia correspondentes (Tabela 4). No entanto, os isolados ER044 e ER108
apresentaram identidade de 98% e 99%, respectivamente, com as cepas referéncia
de L. (V.) guyanensis e L. (V.) shawi (Tabela 4). Para identificar a espécie
correspondente a estes isolados, foi inferida a relacao filogenética entre os isolados
e as duas cepas referéncia destas espécies no software SplitsTree v4.11.3 utilizando
o método Neighbor-net. O resultado obtido agrupou os isolados ER044 e ER108
mais proximo com a cepa referéncia de L. (V.) guyanensis do que com a cepa
referéncia de L. (V.) shawi (Figura 4 e Figura 5). Deste modo, concluiu-se que a
espécie destes dois isolados € L. (V.) guyanensis (Tabela 5). Da maneira similar, as
analises filogenéticas demonstraram que a sequéncia do isolado ER114 agrupou-se
mais proximamente da sequéncia de ITS (Figura 6) da cepa referéncia de L. (V.)
braziliensis do que da cepa referéncia de L (V.) shawi que também apresenta
identidade de 98%, indicando que a espécie deste isolado € L. (V.) braziliensis
(Tabela 5). Na Tabela 5, temos um resumo das espécies identificadas dos
respectivos isolados utilizados neste estudo.
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Tabela 4. Identidade das sequéncias consenso da regido do ITS de cada isolado
clinico com as sequéncias das principais cepas referéncia [L. (V.) braziliensis
M2903, L. (L.) amazonensis M2269, L. (V.) guyanensis M4147, L. (V.) shawi M8408
e L. (V.) naiffi M5533].

Isolados L. braziliensis L. amazonensis L. guyanensis L. shawi L. naiffi
M2903 M2269 M4147 M8408 M5533
ER004 98% 68% 95% 97% 95%
ER010 98% 68% 96% 97% 94%
ER044 96% 66% 98% 98% 95%
ER054 68% 99% 66% 67% 67%
ER098 98% 68% 96% 97% 95%
ER108 97% 68% 99% 99% 95%
ER114 98% 68% 96% 98% 96%
ER117 68% 99% 67% 68% 67%
ER118 68% 99% 66% 67% 66%
ER135 98% 63% 96% 97% 94%
ER192 97% 67% 98% 99% 95%
ER215 98% 68% 96% 97% 94%
ER256 68% 99% 66% 67% 67%
ER267 98% 68% 96% 97% 94%
ER269 98% 68% 96% 97% 95%
UB017 68% 99% 66% 67% 67%

As sequéncias dos isolados que apresentaram maior identidade com as respectivas sequéncias
das cepas referéncia estdo destacadas em negrito na Tabela.
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Figura 4. Neighbor-net utilizando o software SplitsTree v4.11.3 mostrando a relacao entre as sequéncias de ITS dos isolados
clinicos e das espécies de Leishmania indicadas [L. (V.) braziliensis M2903, L. (L.) amazonensis M2269, L. (V.) guyanensis
M4147, L. (V.) shawiM8408, L. (V.) naiffi M5533 e L. (V.) lainsoni M6426].
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Figura 5. Neighbor-net utilizando o software SplitsTree v4.11.3 mostrando a relacdo entre as sequéncias de ITS dos isolados
clinicos ER044 e ER108 e das espécies de Leishmania indicadas [L. (V.) braziliensis M2903, L. (L.) amazonensis M2269, L. (V.)
guyanensis M4147, L. (V.) shawi M8408, L. (V.) naiffiM5533 e L. (V.) lainsoni M6426].
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Figura 6. Neighbor-net utilizando o software SplitsTree v4.11.3 mostrando a relagdo entre as sequéncias de ITS do isolado clinico
ER114 e das espécies de Leishmania indicadas [L. (V.) braziliensis M2903, L. (V.) braziliensis EFSF, L. (V.) braziliensis Moro, L.
(V.) guyanensis M4147, L. (V.) shawi M8408 e L. (V.) naiffi M5533].
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Tabela 5. Lista dos isolados clinicos de pacientes com leishmaniose do Instituto de
Infectologia ER e a identificacdo das respectivas espécies dos isolados através dos
métodos moleculares previamente descritos.

C;)scggc;cc’lo ;ggi:tr:ftﬁ?ﬁiaigi:i(;) Forma clinica Espécie do isolado
1 ER 004 PJTG Cutanea L. (V.) braziliensis
2 ER 010 NPC Mucosa L. (V.) braziliensis
3 ER 044 AG Mucosa L. (V.) guyanensis
4 ER 054 KJM Cutanea L. (L.) amazonensis
5 ER 098 PJTG Cutanea L. (L.) braziliensis
6 ER 108 GFC Cutéanea L. (V.) guyanensis
7 ER 117 OFS Mucosa L. (L.) amazonensis
8 ER 118 JMS Cutanea L. (L.) amazonensis
9 ER 114 NJS Cuténea L. (V.) braziliensis
10 ER 135 HPS Cutéanea L. (V.) braziliensis
11 ER 192 RSB Mucosa L. (V.) shawi
12 ER 215 GBC Cuténea L. (V.) braziliensis
13 ER 256 MMA Cutanea L. (L.) amazonensis
14 ER 267 LVSS Cutanea L. (V.) braziliensis
15 ER 269 KPLR - L. (V.) braziliensis
16 uB 017 - Cutanea L. (L.) amazonensis

5.3 Avaliacao da suscetibilidade de promastigotas de Leishmania spp. a PAR

A suscetibilidade in vitro dos isolados clinicos e das cepas referéncia a
PAR em promastigotas foi determinada utilizando o teste do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), sempre utilizando as cepas de
referéncia como controle do experimento. Apds os experimentos, foram realizadas
curvas de inibicdo de crescimento celular para determinar a concentracdo de PAR
que inibe a viabilidade celular em 50% e 90% (ECso e ECo0). Foi observado variagao
nos valores de ECso, cujos valores variaram de 4,95 a 147,8 uyM entre os isolados
clinicos (Tabela 6). Os trés isolados clinicos que apresentaram os maiores valores
de ECso foram: ER114 [L. (V.) braziliensis], ER117 [L. (L.) amazonensis] e ER192 [L.
(V.) shawi]. Ja as cepas referéncia L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269), L.
(L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903),
L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/94/H3227), L. (V.) guyanensis
(MHOM/BR/1975/M4147), L. (V.) shawi (MCEB/BR/84/M8408) e L. (V.) naiffi
(MDAS/BR/1979/M5533) apresentaram valores de ECso que variaram entre 27,79 e
205,03 uM (Tabela 6; Figura 7). Na Figura 8, temos um comparativo dos valores de
ECso dos isolados clinicos de L. (V.) braziliensis e suas respectivas cepas referéncia,



61

bem como dos isolados e das cepas referéncia de L. (L.) amazonensis, L. (V.) shawi

e L. (V.) guyanensis.

Tabela 6. Suscetibilidade a PAR na forma promastigota das respectivas
cepas referéncia e dos isolados clinicos de Leishmania spp.
Cepa/Cadigo

do isolado Espécie do isolado  ECso £ DP (uM) ECgo (UM) (n)?

M2269 L. (L.) amazonensis 145,23 £ 23,04 730,4 3

PH8 L. (L.) amazonensis 95,63 + 15,45 556,7 3
ER054 L. (L.) amazonensis 37,19 £ 6,48 134 3
ER117 L. (L.) amazonensis 54,36 + 7,32 370,6 3
ER118 L. (L.) amazonensis 29,3 £ 8,05 231,93 3
ER256 L. (L.) amazonensis 9,98 £ 2,97 101,8 5
UB017 L. (L.) amazonensis 17,46 £ 4,17 78,29 6
M2903 L. (V.) braziliensis 27,79 £ 3,23 149,8 3
H3227 L. (V.) braziliensis 28,58 £ 2,55 101,6 3
ER004 L. (V.) braziliensis 40,1 +4,78 372 5
ERO10 L. (V.) braziliensis 4,95 + 2,81 55,8 4
ER098 L. (V.) braziliensis 30,12+ 3,12 69,21 3
ER114 L. (V.) braziliensis 147,8 £19,2 813,1 3
ER135 L. (V.) braziliensis 96,75 + 8,98 558 3
ER215 L. (V.) braziliensis 112,56 + 6,04 1013,04 3
ER267 L. (V.) braziliensis 53,05 + 4,86 107,3 3
ER269 L. (V.) braziliensis 491 £ 2,6 95,33 3
M4147 L. (V.) guyanensis 101,5 + 6,68 280 6
ER044 L. (V.) guyanensis 13,53 £ 6,1 223,5 5
ER108 L. (V.) guyanensis 36,26 £ 1,9 250,1 3
M5533 L. (V.) naliffi 205,03 £ 7,07 634,9 3
M8408 L. (V.) shawi 162, 9 £ 14,27 1466 3
ER192 L. (V.) shawi 45,73 +4,8 411,57 4

Média de pelo menos trés experimentos realizados em triplicata. As cepas
referéncia utilizadas nos ensaios de suscetibilidade estdo destacadas em cinza
na Tabela.

'n: nimero de experimentos independentes realizados por cepa ou isolado.
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Figura 7. Suscetibilidade a PAR na forma promastigota. Esta representado a média
e desvio padrdo dos valores de ECsodas cepas referéncia de Leishmania spp.
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Figura 8. Suscetibilidade a PAR na forma promastigota das respectivas cepas
referéncia e dos isolados clinicos de Leishmania spp. (A) Média e desvio padrao dos
valores de ECso dos isolados e das cepas referéncia de L. (V.) braziliensis; de L. (L.)
amazonensis (B); de L. (V.) shawi (C) e de L. (V.) guyanensis (D).
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5.4 Citotoxicidade

Para os ensaios de suscetibilidade a PAR em amastigotas intracelulares,
foi determinado previamente, a citotoxicidade da PAR na célula hospedeira
(macrofago derivado de medula déssea de camundongo BALB/c) utilizada nas
infeccbes com o parasito. O método utilizado para a determinacao dos valores de
citotoxicidade a PAR para macréfagos provenientes de medula 6ssea baseou-se na
contagem de células viaveis através do uso do corante Trypan Blue. O ensaio de
citotoxicidade demonstrou que a PAR tém baixa toxicidade para os macréfagos. Os
resultados obtidos mostraram que o valor de CCso ap0s 48 horas é de 962,4 + 65,1
UM (Figura 9A), enquanto que apds 72 horas o CCso diminui para 536,6 = 27,1 uM
(Figura 9B).
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Figura 9. Curva dose-resposta utilizando Trypan Blue 0,4% para citotoxicidade em
macréfagos derivados de medula éssea em presencga de concentracdes crescentes
de PAR apods 48 (A) e 72 horas (B).

5.5 Avaliacao da suscetibilidade de amastigotas intracelulares de Leishmania
spp.- a PAR

A atividade da PAR in vitro contra as formas amastigotas intracelulares foi
avaliada em macréfagos derivados da medula éssea previamente infectados com os

respectivos isolados clinicos e cepas referéncia de Leishmania sp. Os resultados
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estdo representados na Tabela 7. Inicialmente, foi avaliada a taxa de infecgdo dos
isolados e das cepas referéncia (Figura 10). As taxas de infecgao variaram de cerca
de 10% a 90% entre isolados e cepas referéncia das respectivas espécies. O valor
médio de infeccdo entre os isolados clinicos e a espécies referéncia variaram de
65,8% * 13,35 para L. (V.) braziliensis; 42,44% + 20,8 para L. (L.) amazonensis;
58,67% + 4,62 para L. (V.) guyanensis e 80,5% * 13,44 para L. (V.) shawi.

Os valores de ECso nas cepas referéncia L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269), L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/94/H3227), L. (V.)
guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. (V.) shawi (MCEB/BR/84/M8408), L. (V.)
naiffi (MDAS/BR/1979/M5533) variaram entre 0,62 e 61,9 yM (Tabela 7; Figura 11).
O indice de seletividade (IS) foi calculado pela razao da concentracao citotéxica de
PAR para 50% nos macrofagos (CCso = 536,6 + 27,1 pM apbés 72 horas de
incubagéo) e a concentracdo que inibe o crescimento do parasito em 50% (ECso)
para cada um dos isolados ou cepa referéncia do parasito (Tabela 7). Foi observado
variagao nos valores de ECso entre os isolados clinicos, cujos valores foram de 0,2 a
111,2 uM (Tabela 7 e Figura 12). Os trés isolados clinicos que apresentaram os
maiores valores de ECso na forma amastigota foram: ER114, ER135 e ER192
(Tabela 7).



67

1004

av

Macrofagos infectados (%)

.‘.‘.‘.’0’0’0’0’0’0’0‘ > &

- Y Y Y v v v v v v v

o*a?

X

Q\%Q‘)b‘é ’\‘bqf-’ QD °.'>q'\ Qb‘b"\g
. @ @Q'@Q:\@Q}@Q'o%b@@;\x‘b‘& &
o N
¥ e
W« Voo
N v

Figura 10. Porcentagem de infeccdo das cepas referéncia e dos isolados clinicos
em macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos BALB/c. Esta
representado a média e desvio padrao na Figura.



Tabela 7. Suscetibilidade a PAR na forma amastigota das cepas referéncia e

dos isolados clinicos.

C:g?;i?:;go Espécie do isolado EC(S:II;)DP :Eptl:\;:; (n)! IS
M2269 L. (L.) amazonensis 61 +£9,48 111,9 3 8,6
PH8 L. (L.) amazonensis 42,93 £ 3,52 73,59 3 12,5
ER054 L. (L.) amazonensis 0,57 £ 0,08 15,35 3 941.,4
ER117 L. (L.) amazonensis 0,73 £ 0,03 17,46 3 735,1
ER118 L. (L.) amazonensis 0,2+0,03 4,90 3 2683
ER256 L. (L.) amazonensis 0,54 £ 0,11 4,86 4 993,7
UB017 L. (L.) amazonensis 0,86 £ 0,11 7,74 3 655,3
H3227 L. (V.) braziliensis 2,97 £ 0,75 23,76 3 180,6
ERO004 L. (V.) braziliensis 3,1 £0,56 27,9 3 173,1
ERO10 L. (V.) braziliensis 0,8 + 0,06 33,12 3 670,7
ER098 L. (V.) braziliensis 3,1+£0,42 31,68 3 1731
ER114 L. (V.) braziliensis 6,83+0,8 61,47 3 78,5
ER135 L. (V.) braziliensis 3,57+0,4 32,13 3 157,9
ER215 L. (V.) braziliensis 2,8 £ 0,41 25,2 3 191,6
ER267 L. (V.) braziliensis 1,37 £ 0,32 12,33 3 391,6
ER269 L. (V.) braziliensis 0,67 0,16 17,4 3 800,9
M4147 L. (V.) guyanensis 13,28 + 2,55 102,9 3 40,4
ER044 L. (V.) guyanensis 1,74 £ 0,34 15,66 3 308,4
ER108 L. (V.) guyanensis 0,8+0,1 18,43 3 670,75
M8408 L. (V.) shawi 5,83 + 0,37 52,47 3 92,04
ER192 L. (V.) shawi 111,2 £ 6,88 337,8 4 4,82
M5533 L. (V.) naiffi 0,62+ 0,17 14,72 3 865,5

68

Média de pelo menos trés experimentos realizados em duplicata. As cepas
referéncia utilizadas nos ensaios de suscetibilidade estao destacadas em cinza
na Tabela.

'n: nimero de experimentos independentes realizados por isolado. IS: indice de
seletividade.
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Figura 11. Suscetibiidade a PAR na forma amastigota intracelular. Esta
representado a média e desvio padrao dos valores de ECso das cepas referéncia de
Leishmania spp.
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Figura 12. Suscetibilidade a PAR na forma amastigota intracelular das respectivas
cepas referéncia e dos isolados clinicos de Leishmania spp. (A) Média e desvio
padrao dos valores de ECso dos isolados e da cepa referéncia de L. (V.) braziliensis,
de L. (L.) amazonensis (B); de L. (V.) shawi (C) e de L. (V.) guyanensis (D).
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5.6 Avaliacao da eficacia in vivo da PAR em modelo experimental de
leishmaniose tegumentar

5.6.1 Avaliacao da eficacia in vivo da PAR contra a cepa referéncia de L. (L.)
amazonensis

Devido a existéncia de poucos estudos na literatura sobre o tratamento in
vivo com PAR utilizando o modelo experimental de camundongo, primeiramente foi
realizado um experimento piloto de infeccdo em BALB/c com L. (L.) amazonensis,
baseando-se na dosagem do farmaco utilizado no tratamento em humanos (11
mg/kg/dia) (Sundar, Jha et al. 2007, Jamil, Haque et al. 2015), além de uma
dosagem mais alta (75 mg/kg/dia). Cinco grupos de cinco camundongos fémeas
BALB/c cada foram infectados no coxim plantar da pata posterior direita com a cepa
referéncia de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269). Os grupos foram
tratados por via intraperitoneal (11 ou 75 mg/kg/dia) (Figura 13) ou via intramuscular
(11 ou 75 mg/kg/dia) (Figura 14), além de um grupo controle nao tratado. Apos cinco
semanas de infecc¢ao, foi iniciado o tratamento com PAR e a eficacia do tratamento
foi avaliada pela espessura da lesdo da pata infectada.

A partir dos resultados obtidos in vivo no experimento piloto utilizando
dosagens de 11 e 75mg/kg/dia por vias intramuscular e intraperitoneal, verificou-se
que a PAR apresentou atividade in vivo contra o parasito, porém a dosagem maior
de 75 mg/kg/dia, nao foi suficiente para a reducéao significativa do tamanho da leséao
por ambas as vias de administracdo (Figura 13; Figura 14). A redugdo no tamanho
da lesao diferiu para as duas dosagens, utilizando as duas vias de administracao.
Pela via intramuscular, foi observado uma reducao de pouco mais de 40% para as
dosagens de 11 e 75 mg/kg/dia (Figura 14B), enquanto que na via intraperitoneal
houve maior reducdo na dosagem de 75 mg/kg/dia (cerca de 50%) quando
comparado com a dosagem de 11 mg/kg/dia que reduziu apenas 10% do tamanho
médio da lesdo dos animais ndo tratados (controle) (Figura 13B).
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Figura 13. Tratamento com PAR por via intraperitoneal de camundongos BALB/c
infectados com L. (L.) amazonensis. Os camundongos foram infectados no coxim
plantar da pata posterior direita utilizando 1x10° promastigotas de fase estacionaria
de crescimento da cepa referéncia de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269).
(A) Evolucdo da lesao dos camundongos BALB/c ao longo das semanas. O
tratamento foi iniciado a partir da 5% semana pés-infeccédo, durante 14 dias conforme
as dosagens indicadas na Figura. A barra horizontal preta indica o periodo de
tratamento com PAR. (B) Média do tamanho da les&o dos grupos de animais ao final
do tratamento (14 dias). *: P < 0,05 em comparacdo com o grupo nao tratado
(controle) utilizando o teste “One way ANOVA” com pés-teste de Tukey utilizando o
software GraphPad Prism 7. Controle: grupo de animais infectados nao tratados com
PAR.
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Figura 14. Tratamento com PAR por via intramuscular de camundongos BALB/c
infectados com L. (L.) amazonensis. Os camundongos foram infectados no coxim
plantar da pata posterior direita utilizando 1x108 promastigotas de fase estacionaria
de crescimento da cepa referéncia de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269).
(A) Evolucédo da lesdo dos camundongos BALB/c ao longo das semanas. O
tratamento foi iniciado a partir da 52 semana pés-infec¢ao, durante 14 dias conforme
as dosagens indicadas na Figura. A barra horizontal preta indica o periodo de
tratamento com PAR. (B) Média do tamanho da lesdao dos grupos de animais ao final
do tratamento (14 dias). *: P < 0,05 em comparagcdo com 0 grupo nao tratado
(controle) utilizando o teste “One way ANOVA” com pés-teste de Tukey utilizando o
software GraphPad Prism 7. Controle: grupo de animais infectados nao tratados com
PAR.
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Baseando-se nos resultados obtidos previamente, foi realizado um
segundo experimento in vivo com dosagens maiores de PAR (150 mg/kg/dia, 300
mg/kg/dia e 600 mg/kg/dia) por um periodo de 14 dias de tratamento. Este segundo
experimento foi realizado apenas pela via intraperitoneal, devido ao fato de que a
solubilidade da PAR em agua é de 50 mg/mL e o volume maximo a ser administrado
por via intramuscular em camundongos € de 30 pL (Neves et al., 2013). Portanto, a
dosagem maxima de PAR que poderia ser utilizada por via intramuscular em
camundongos seria de 75 mg/kg.

Conforme apresentado na Figura 15, as dosagens de 300 e 600
mg/kg/dia apresentaram maior eficacia (Figura 15A), reduzindo o tamanho da lesé@o
em aproximadamente 75% e 80% respectivamente (Figura 15B e 15C). Além disso,
dois animais do grupo de 600 mg/kg/dia tiveram a espessura da pata infectada igual
a espessura da pata nao infectada (Figura 15B). Posteriormente, foi realizado um
ensaio de PCR em tempo real para quantificar a carga parasitaria nos animais
tratados e no grupo nao tratado (controle), utilizando como alvo, o gene g6pdh, um
gene cdpia Unica em L. (L.) amazonensis. Inicialmente, a reacao de PCR foi validada
utilizando os iniciadores a serem utilizados nos ensaios de PCR em tempo real. Foi
observado que os iniciadores utilizados sdo especificos para L. (L.) amazonensis,
nao havendo amplificagdo inespecifica a partir do DNA extraido de tecido de
camundongo nao infectado (Fig. 16A). Por outro lado, esses iniciadores foram
capazes de amplificar DNA de L. (L.) amazonensis, a partir de amostras de tecido da
pata dos animais infectados com o parasito, assim como de DNA isolado de
promastigotas em cultura (Fig. 16A). Neste caso foi amplificada uma banda de 110
pb, que corresponde ao tamanho do produto amplificado do gene gépdh. Foram
ainda utilizados iniciadores dirigidos ao gene de B-actina de camundongo, com o
intuito de se verificar a qualidade do DNA extraido do tecido da pata do animal
infectado e nao infectado (Fig. 16B).

Os resultados de quantificagdo da carga parasitaria por PCR em tempo
real indicaram que embora parasitos ainda tenham sido detectados na dosagem
mais alta (600 mg/kg/dia), houve uma reducéo de aproximadamente 90% no numero
de parasitos dos animais tratados com a dosagem de 600 mg/kg/dia (Figura 17).
Além disso, pode-se verificar que a reducao da carga parasitaria nas lesées dos
animais infectados é dose dependente (Figura 17).
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Figura 15. Tratamento com PAR por via intraperitoneal de camundongos BALB/c
infectados com L. (L.) amazonensis. Os camundongos foram infectados no coxim
plantar da pata posterior direita utilizando 1x108 promastigotas de fase estacionaria
de crescimento da cepa referéncia de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269).
(A) Evolucéo da lesdao dos camundongos BALB/c ao longo das semanas. O
tratamento foi iniciado a partir da 42 semana pés-infec¢do, durante 14 dias conforme
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as dosagens indicadas na Figura. A barra horizontal preta indica o periodo de
tratamento com PAR. (B) Média do tamanho da lesdo dos grupos de animais ao final
do tratamento. (C) Reducdo do tamanho da lesdo ao final do tratamento em
porcentagem. *: P < 0,05 em comparagéo com o grupo nao tratado utilizando o teste
“One way ANOVA” com pos-teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism 7.
Controle: grupo de animais infectados nao tratados com PAR.

PM 1 2 3 4 5 6 PM 1 2 3 4 5 6
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Figura 16. Validagédo dos iniciadores utilizados nos ensaios de PCR em tempo real.
Amplificacao por PCR do gene gépdh (110 pb) de Leishmania amazonensis (A) e do
gene de B-actina (722 pb) de camundongo (B). Legenda: (A) PM - Marcador de Peso
Molecular; 1 - Controle negativo da reacdo de PCR do gene g6pdh (A) ou do gene
de B-actina (B); 2 - DNA total de pata de camundongo BALB/c nédo infectado; 3 -
DNA genbmico de cultura de promastigotas de L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269); 4 - DNA total de lesdo da pata de camundongo BALB/c
infectado com L. (L.) amazonensis; 5 - DNA total de lesdo da pata de camundongo
BALB/c infectado com L. (L.) amazonensis tratado com PAR (11 mg/kg/dia); 6 - DNA
total de lesdo da pata de camundongo BALB/c infectado com L. (L.) amazonensis
tratado com PAR (75 mg/kg/dia).
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Figura 17. Quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real dos animais
infectados com L. (L.) amazonensis tratados ou ndao com PAR. Ao final do
tratamento, os animais foram eutanasiados e uma amostra de tecido da pata
infectada foi retirada para a extragcdao do DNA da lesdo. *: P < 0,05 em comparacéao
com o grupo nédo tratado (controle) utilizando o teste “One way ANOVA” com pés-
teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism 7. Controle: grupo de animais
infectados nao tratados com PAR.

Considerando que altas dosagens de PAR foram administradas nos
animais tratados, particularmente as dosagens de 300 e 600 mg/kg/dia, foi verificado
se estas altas dosagens poderiam ser tdxicas para os animais. Ao final do
tratamento, os respectivos animais de cada grupo tiveram sua massa determinada.
Os valores médios dos grupos estao indicados na Figura 18. Conforme representado
nesta Figura, nao houve diferenca significativa na massa corporal média dos grupos
de animais nao tratados e tratados com PAR, sugerindo ndo haver toxicidade

significativa nas dosagens administradas.
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Figura 18. Massa corporal média dos grupos de animais tratados e nao tratados
(controle) com PAR. A diferenga entre os respectivos grupos ndo foi considerada
estatisticamente significante utilizando o teste “One way ANOVA” com pds-teste de
Tukey utilizando o software GraphPad Prism 7. (g - gramas).

5.6.2 Avaliacao da eficacia in vivo da PAR contra a cepa referéncia de L. (L.)
amazonensis e o isolado clinico ER256

Com base no experimento realizado previamente com a cepa referéncia
de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269), foi feito um segundo experimento
in vivo, no qual foi avaliada a eficacia de PAR em animais infectados com o isolado
clinico ER256, que apresentou ser aproximadamente 100 vezes mais sensivel que a
cepa referéncia da respectiva espécie na forma amastigota intracelular (Tabela 7 e
Figura 12). Como foi observado uma redugéo significativa no tamanho da lesdo de
animais infectados com a cepa referéncia tratados com PAR (Figura 15), avaliamos
a atividade da PAR em animais infectados com este isolado, afim de observar se
existe uma correlagdo entre a suscetibilidade in vitro e a eficacia do tratamento in
Vivo.

Trés grupos de cinco camundongos fémeas BALB/c cada foram
infectados no coxim plantar da pata posterior direita com a cepa referéncia de L. (L.)
amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269) e trés grupos de cinco camundongos fémeas
BALB/c cada também foram infectados com o isolado clinico ER256. Apds cinco
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semanas de infec¢ao, foi iniciado o tratamento com PAR (Figuras 19 e 20), no qual
os animais infectados foram tratados com 150 mg/kg/dia ou 600 mg/kg/dia para cada
cepalisolado, tendo um grupo infectado néao tratado como controle.

Conforme apresentado nas Figuras 19 e 20, a dosagem de 600 mg/kg/dia
de PAR apresentou maior eficacia nos animais infectados com a cepa referéncia de
L. (L.) amazonensis, assim como com o isolado ER256, com redugao significativa do
tamanho da lesdo. Para a cepa referéncia, os resultados obtidos foram similares aos
resultados do experimento anterior.

A quantificacdo da carga parasitaria foi realizada através de PCR em
tempo real. Como resultado, houve uma diminuicdo significativa no numero de
parasitos nos animais infectados com cada uma das linhagens e tratados com PAR
(Figura 21). Uma diminuicdo de cerca de 90% da carga parasitaria em animais
infectados com a cepa referéncia de L. (L.) amazonensis e tratados com 600
mg/kg/dia de PAR foi observada (Figura 21). Ja os animais infectados com o isolado
clinico ER256 e tratados com 600 mg/kg/dia apresentaram uma diminuicdo de
aproximadamente 99% no numero de parasitos nas lesdes (Figura 21). As doses
efetivas que eliminaram 50% dos parasitos nas lesées (EDso), de acordo com os
valores obtidos no ensaio de PCR em tempo real, foram calculadas e
corresponderam a 200 mg/kg para a cepa M2269 e 60 mg/kg para o isolado clinico
ER256.
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Figura 19. Tratamento com PAR por via intraperitoneal de camundongos BALB/c
infectados com L. (L.) amazonensis. Os camundongos foram infectados no coxim
plantar da pata posterior direita utilizando 1x108 promastigotas de fase estacionaria
de crescimento da cepa referéncia de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269).
(A) Evolugédo da lesdao dos camundongos BALB/c ao longo das semanas. O
tratamento foi iniciado a partir da 52 semana pés-infec¢ao, durante 14 dias conforme
as dosagens indicadas na Figura. A barra horizontal preta indica o periodo de
tratamento com PAR. (B) Média do tamanho da lesdo dos grupos de animais ao final
do tratamento. (C) Reducdo do tamanho da lesdo ao final do tratamento em
porcentagem. *: P < 0,05 em comparagcéo com o grupo nao tratado utilizando o teste
“One way ANOVA” com pés-teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism 7.
Controle: grupo de animais infectados nao tratados.
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Figura 20. Tratamento com PAR por via intraperitoneal de camundongos BALB/c
infectados com o isolado clinico ER256 de L. (L.) amazonensis. Os camundongos
foram infectados no coxim plantar da pata posterior direita utilizando 1x108
promastigotas de fase estacionaria de crescimento do isolado. (A) Evolucéo da lesao
dos camundongos BALB/c ao longo das semanas. O tratamento foi iniciado a partir
da 5% semana péds-infecgdo, durante 14 dias conforme as dosagens indicadas na
Figura. A barra horizontal preta indica o periodo de tratamento com PAR. (B) Média
do tamanho da lesdo dos grupos de animais ao final do tratamento. (C) Reducéo do
tamanho da lesdao ao final do tratamento em porcentagem. *: P < 0,05 em
comparagao com o grupo nao tratado utilizando o teste “One way ANOVA” com pés-
teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism 7. Controle: grupo de animais
infectados néao tratados.
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Figura 21. Quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real dos animais
infectados com a cepa referéncia de L. (L.) amazonensis (A) e com o isolado clinico
ER256 (B) tratados ou ndo com PAR. Ao final do tratamento com as dosagens
indicadas, os animais foram eutanasiados e uma amostra de tecido da pata
infectada foi retirada para a extracao do DNA da leséo. *: P < 0,05 em comparacao
com o grupo nao tratado com PAR (controle) utilizando o teste “One way ANOVA”
com pos-teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism 7. Grupo controle:
grupo de animais infectados nao tratados com PAR.

Para avaliar os possiveis efeitos das altas dosagens de PAR utilizada nos
estudos in vivo, foram realizados exames bioquimicos para verificar possiveis
alteracdes nos niveis séricos das enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato transaminase (AST) e de creatinina. Os niveis aumentados das enzimas
hepaticas ALT e AST podem ser causados por lesdo das células hepaticas e
consequente liberagcdo na corrente sanguinea (McGill 2016), enquanto que niveis
aumentados de creatinina indicam insuficiéncia renal, devido a reducao na taxa de
filtragdo glomerular (Srisawat e Kellum 2011).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 22, pode-se dizer
que as altas dosagens de PAR utilizadas no tratamento, ndo levaram a alteragdes
significativas nos niveis das enzimas hepaticas analisadas, assim como nos niveis
de creatinina. Os resultados obtidos dos animais nao infectados correspondem aos
valores de referéncia encontrados na literatura (Suckow et al., 2001; Fernandes et
al., 2018).
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Figura 22. Paradmetros bioquimicos de camundongos BALB/c n&o infectados,
infectados com a cepa referéncia de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269)
(A, B e C)oucom o isolado ER256 (D, E e F) ndo tratados e tratados com PAR (150
ou 600 mg/kg/dia durante 14 dias). Estdo representados os valores meédios e o
desvio padrdo de 3 animais dos niveis de ALT (A e D), AST (B e) e creatinina (C e F)



para cada um dos grupos de camundongos (nado infectados, infectados e infectados
e tratados com PAR).
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Foi investigado nesse trabalho a suscetibilidade de cepas referéncia e
isolados clinicos de Leishmania spp. a PAR, um farmaco que ja vem sendo utilizado
no sudeste Asiatico no tratamento da LV causada por L. (L.) donovani. Além de
ensaios de suscetibilidade in vitro, seu potencial no tratamento da LT foi analisado
através de ensaios in vivo utilizando camundongos BALB/c.

O tratamento para ambas as formas clinicas da leishmaniose (LT e LV) &
limitado a um namero restrito de farmacos, principalmente no Brasil. Estes farmacos
apresentam alta toxicidade, sao de alto custo e s&o administrados por via parenteral.
Além disso, os efeitos colaterais causados por esses medicamentos, pode levar a
uma diminuigdo da adesao do paciente ao tratamento, podendo favorecer casos de
falha terapéutica. Na india, a miltefosina e a PAR estdo sendo utilizadas no
tratamento da LV, devido ao alto indice de resisténcia clinica aos antimoniais
pentavalentes. Esses farmacos apresentam efeitos colaterais mais brandos e
apresentam alta taxa de cura (Sundar, Jha et al. 2006, Sundar, Jha et al. 2007,
Jamil, Haque et al. 2015). No Brasil, apenas os antimoniais pentavalentes e a
anfotericina B estdo em uso para o tratamento. Dessa forma, faz-se necessario
avaliar a atividade de outros farmacos contra espécies do parasito circulantes no
Brasil. A biodisponibilidade oral e uso de medicagdo por curto prazo tem sido
priorizado para a escolha de farmacos, sendo a administragéo oral o método mais
adequado para administrar farmacos devido a conveniéncia da dosagem, natureza
nao-invasiva e alta aceitacdo do paciente (Demicheli, Ochoa et al. 2004).
Atualmente, para o tratamento da leishmaniose, a miltefosina € o Unico
medicamento administrado por via oral utilizado na Asia, contudo ja foi observado
relatos de casos de resisténcia clinica e de pacientes que apresentaram recaidas da
doenca apoés cura aparente (Rijal, Ostyn et al. 2013, Srivastava, Mishra et al. 2017,
Alves, Bilbe et al. 2018). Deste modo, a PAR, mesmo que administrada por via
parenteral, tem se mostrado ser uma alternativa para o tratamento da LV,
particularmente no sudeste Asiatico (Jha, Olliaro et al. 1998, Sundar e Rai 2005,
Sundar, Jha et al. 2007, Jamil, Haque et al. 2015).

Inicialmente, foi avaliada a suscetibilidade a PAR in vitro em espécies
causadoras da LT no Brasil, o que é de extrema importancia, uma vez que nao
existem estudos relacionados ao tratamento com PAR em espécies de Leishmania
endémicas no Brasil e que causam a LT. Assim, foi avaliada a suscetibilidade a PAR
in vitro em 7 cepas referéncia do parasito, destas 5 espécies endémicas no Brasil e
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responsaveis pela LT, aléem de 16 isolados clinicos provenientes de pacientes com
LT do Instituto de Infectologia ER. Estes isolados clinicos foram previamente tipados
molecularmente, sendo observada uma predominancia de isolados de L. (V.)
braziliensis (8), seguido de L. (L.) amazonensis (5), L. (V.) guyanensis (2) e L. (V.)
shawi (1). Os resultados obtidos correspondem a predominancia de espécies de
Leishmania encontradas no Brasil, sendo L. (V.) braziliensis a mais predominante,
seguida de L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis (Ministério da Saude, 2010).

Dentre esses isolados, o isolado ER114 apresentou um perfil de digestéao
com a enzima Haelll utilizando o gene hsp70 como marcador molecular diferente do
que havia sido descrito previamente para L. (V.) braziliensis (Montalvo, Fraga et al.
2012, Espada, Ortiz et al. 2018). Em estudos realizados por Rugani et al. (2018) e
Quaresma et al. (2018), esse perfil diferente ja havia sido observado em isolados de
L. (V.) braziliensis de pacientes com lesdes atipicas que apresentaram resisténcia
ao antimonial pentavalente. Nestes estudos, isolados clinicos de L. (V.) braziliensis
foram tipados molecularmente através da amplificacdo do gene hsp70 e sua
posterior digestdo com a enzima de restricdo de Haelll, 0 mesmo método utilizado
neste estudo. Os isolados descritos nesses estudos, assim como o isolado ER114
apresentaram a presenga de um fragmento de 624 pb quando o produto amplificado
do gene hsp70 era digerido com a enzima de restricdo Haelll. Este fragmento de
restricdo se da pela auséncia de um sitio de restricdo Haelll entre os fragmentos de
338 e 286 pb que sao geralmente observados em isolados e cepas referéncia de L.
(V.) braziliensis (Montalvo, Fraga et al. 2012, Espada, Ortiz et al. 2018). A auséncia
desse sitio foi confirmada pelo sequenciamento do produto amplificado do gene.
Além disso, o sequenciamento da regiao do ITS, também confirmou a espécie do
isolado ER114 como L. (V.) braziliensis, correspondendo também ao que havia sido
previamente descrito com a sequéncia do gene hsp70.

Em relagédo a suscetibilidade in vitro, de maneira geral, pode-se observar
que a forma amastigota dos isolados clinicos e das cepas referéncia apresentaram
maior suscetibilidade a PAR do que a forma promastigota. Esses dados sao
relevantes, uma vez que indicam uma maior atividade do farmaco contra a forma do
parasito responsavel pela doenca humana. Estudos prévios demonstraram que a
miltefosina e a anfotericina B também apresentam maior atividade contra a forma
amastigota quando comparados com a forma promastigota de espécies causadoras
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da LT no Brasil (Zauli-Nascimento, Miguel et al. 2010, Mesquita, Tempone et al.
2014, Espada, Ribeiro-Dias et al. 2017).

Foi observada uma variacdo na suscetibilidade in vitro a PAR na forma
promastigota entre isolados clinicos e as cepas referéncia das respectivas espécies
cujos valores variaram de 4,95 a 147,8 uM para L. (V.) braziliensis, 9,98 a 145,23 uM
para L. (L.) amazonensis, 13,53 a 101,5 uM para L. (V.) guyanensis e 45,73 a 162,9
UM para L. (V.) shawi. Além disso, observou-se também uma variacao significativa
nos valores de ECso das espécies de Leishmania responsaveis pela LT no Brasil,
cujos valores variaram de 27,79 a 205,03 uM. Dados similares foram observados em
isolados clinicos de L. (L.) donovani que apresentaram suscetibilidade variavel in
vitro a PAR em ambas as formas do parasito (Kulshrestha, Singh et al. 2011,
Prajapati, Mehrotra et al. 2012, Mishra, Madhubala et al. 2013). Variagdo na
suscetibilidade a PAR também ja foi previamente reportado em espécies de
Leishmania endémicas no Brasil, nesse caso, os dados de suscetibilidade ficaram
restritos as cepas referéncia de L. (L.) amazonensis, L. (L.) infantum e L. (V.)
braziliensis, apenas na forma amastigota do parasito (de Morais-Teixeira, Gallupo et
al. 2014). Os resultados obtidos neste estudo descrevem pela primeira vez a
suscetibilidade a PAR nas principais espécies ja descritas como causadoras da LT
no Brasil, em ambas as formas do parasito, promastigota e amastigota intracelular in
vitro.

Em sua maioria, na forma promastigota, os isolados clinicos foram mais
sensiveis a PAR que as respectivas cepas referéncia. De maneira geral, os isolados
clinicos também apresentaram valores de ECso menores que os respectivos valores
das cepas referéncia na forma amastigota. No caso do isolado clinico de L. (V.)
braziliensis (ER114), este apresentou um valor de ECso maior que a cepa referéncia,
assim como o isolado de L. (V.) shawi (ER192). Diante disso, outra observacao a ser
ressaltada em relagdo ao isolado ER192 € sua baixa suscetibilidade ao farmaco,
cujo valor de ECso chega a cerca de 20 vezes maior que a respectiva cepa
referéncia M8408 na forma amastigota. Para L. (L.) amazonensis, os isolados
clinicos também foram mais sensiveis a PAR quando comparado com as duas
cepas referéncia. Dentre esses isolados, os isolados de L. (L.) amazonensis ER118
e ER256 apresentaram um perfil de suscetibilidade in vitro de cerca de 300 e 100
vezes maior na forma amastigota respectivamente do que a cepa referéncia desta

espécie (M2269). Pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares responsaveis
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pela variacdo de suscetibilidade em Leishmania, contudo € relevante avalia-los
futuramente, uma vez que algumas dessas cepas/isolados apresentam resisténcia
intrinseca @ PAR. Em uma linhagem resistente selecionada in vitro de L. (L.)
donovani foi observada uma reducao no acumulo da PAR quando comparado com a
cepa selvagem, além de uma inibicdo na sintese proteica e uma redugdo no
potencial de membrana quando comparado com a cepa selvagem suscetivel
(Jhingran, Chawla et al. 2009). Dois genes mostraram-se amplificados em uma
linhagem resistente a PAR, genes estes codificadores das enzimas D-lactato
desidrogenase e uma aminotransferase de aminodcidos de cadeia ramificada
(Rastrojo, Garcia-Hernandez et al. 2018). Essas alteragbes podem, por exemplo,
estar presentes nas cepas/isolados com baixa suscetibilidade a PAR, no entanto, é
importante ressaltar que essas cepas/isolados clinicos jamais foram expostos a PAR
e que outros fatores podem estar associados a resisténcia intrinseca dessas
cepas/isolados. De qualquer forma, a resisténcia intrinseca encontrada nesses
isolados pode, por exemplo, favorecer a selegdao de linhagens resistentes caso a
PAR venha a ser utilizada no tratamento da LT no Brasil.

Considerando a atividade da PAR in vitro, foi avaliada a eficacia deste
farmaco in vivo em modelo experimental murino. Contudo, para determinar as
dosagens de PAR a serem utilizadas no tratamento, foi realizado um ensaio piloto
com camundongos infectados com a cepa referéncia de L. (L.) amazonensis, a
segunda espécie mais prevalente no Brasil. O tratamento foi realizado ap6s cinco
semanas de infecgdo e os animais foram tratados com doses de 11 mg/kg/dia e 75
mg/kg/dia através de duas vias de administragdo distintas: via intraperitoneal e via
intramuscular. A dosagem de 75 mg/kg/dia apresentou reducédo de 50% no tamanho
da lesdo, mas nao foi o suficiente para reduzir significativamente o tamanho da
lesdo. Por esse motivo, foi realizado um segundo experimento com dosagens mais
altas de PAR administrados por via intraperitoneal. Foi observado uma diminuicao
significativa nos tamanhos das lesbes de animais tratados com 300 e 600 mg/kg/dia
de PAR. Dois animais do grupo de 600 mg/kg/dia apresentaram redugéo total no
tamanho da les&o, enquanto os demais reduziram aproximadamente 80%. Para a
quantificacdo da carga parasitaria, foram realizados ensaios de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR) nos animais tratados e nao tratados. Os dados do tamanho da
lesdo e carga parasitaria demonstraram que a atividade da PAR é dose dependente,

ou seja, a atividade antiparasitaria aumenta com o aumento da dosagem do
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farmaco. Conforme observado, o tratamento com 600 mg/kg/dia de PAR diminuiu
em aproximadamente 90% o numero de parasitos quando comparado ao grupo
controle, embora ainda tenha sido observada a presenca de parasitos nas lesdes
dos animais tratados com esta dose.

Em estudos realizados por Wijnant et al. (2017) e Wijnant et al. (2018), a
PAR apresentou atividade antiparasitaria contra L. (L.) major quando administrada
na dosagem de 50 mg/kg/dia, tendo aproximadamente reducdao de 100% no
tamanho da lesdo e uma reducao significativa no numero de parasitos. Por outro
lado, foi observado que essa mesma dosagem de PAR n&o apresentou atividade
contra L. (L.) mexicana, ndo havendo reducdo no tamanho da lesdo, bem como da
carga parasitaria quando comparados ao grupo controle nao tratado com o farmaco.
Com base nos resultados obtidos por Wijnant et al. (2017), pode-se inferir que talvez
a dosagem utilizada (50 mg/kg/dia) ndo tenha sido o suficiente para a reducdo da
carga parasitaria de L. (L.) mexicana (Wijnant, Van Bocxlaer et al. 2017). Conforme
demonstrado neste estudo, a dosagem de 75 mg/kg/dia diminuiu o tamanho da
lesdo em apenas 50%, e nao reduziu de forma significativa o nimero de parasitos
na lesdo nos animais tratados com L. (L.) amazonensis. Outro ponto a ser
considerado é que essa cepa de L. (L.) mexicana utilizada apresentou baixa
suscetibilidade a PAR in vitro (valor de ECso na forma amastigota > 360 puM)
(Wijnant, Van Bocxlaer et al. 2017) enquanto que as cepas de L. (L.) amazonensis
M2269 e PHS8 utilizadas neste estudo apresentaram valores de ECso de
aproximadamente 61 e 43 uM respectivamente. Aléem disso, a cepa de L. (L.) major
também apresentou alta suscetibilidade a PAR, cujo valor de ECso foi
aproximadamente 58 pM (Wijnant, Van Bocxlaer et al. 2017). Nesse caso a
dosagem de 50 mg/kg/dia de PAR, foi capaz de reduzir significativamente o tamanho
da lesédo e a quantidade de parasitos ao final do tratamento (Wijnant, Van Bocxlaer
et al. 2017). Esses dados sugerem que a suscetibilidade intrinseca a PAR do
parasito pode ser um fator essencial para a atividade antiparasitaria do farmaco in
vivo.

Considerando a variacao de suscetibilidade a PAR in vitro observada nos
isolados clinicos de L. (L.) amazonensis, decidimos avaliar se existia alguma
correlacado da suscetibilidade in vitro com eficacia do tratamento in vivo. Para isso,
foi realizado um experimento in vivo com a cepa referéncia de L. (L.) amazonensis

(M2269) e o isolado clinico, da mesma espécie, ER256, cujos valores de ECso na
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forma amastigota foram 61 e 0,54 uM respectivamente. Os animais infectados com
cada uma das linhagens foram tratados com dosagens de 150 e 600 mg/kg/dia de
PAR durante 14 dias. Essas dosagens foram selecionadas de acordo com o
experimento anterior, no qual a dosagem de 600 mg/kg/dia foi a mais efetiva para L.
(L.) amazonensis, além de uma dosagem intermediaria de 150 mg/kg/dia. Para a
cepa referéncia (M2269), os resultados obtidos foram similares aos resultados
anteriores. Ja o isolado clinico ER256, a dosagem de 150 mg/kg/dia foi efetiva na
reducdao no tamanho da lesdo quando comparada com a mesma dosagem em
animais infectados com a cepa referéncia. Na dosagem de 600 mg/kg/dia todos os
animais apresentaram uma reducdo quase total do tamanho da les&do quando
comparado ao grupo controle. Além disso, quando avaliada a carga parasitaria por
gPCR, a reducdo do numero de parasitos foi significativamente maior nos animais
infectados com o isolado ER256 do que com a cepa referéncia M2269. Embora o
DNA do isolado ER256 ainda tenha sido detectado nos animais tratados com a
dosagem mais alta de PAR, estes resultados indicam que a eficacia in vivo da PAR
depende diretamente da suscetibilidade in vitro da cepa/isolado.

Ainda existem poucos estudos avaliando a eficacia clinica da PAR contra
espécies responsaveis pela forma tegumentar da doenca. Sabe-se que a PAR pode
ser administrada por via tépica contra a LT, apresentando taxas de cura em
humanos que variam entre 1,8 a 90% (Arana, Mendoza et al. 2001). As taxas de
cura dos pacientes variaram dependendo da espécie, sendo os pacientes infectados
por L. (L) mexicana, aqueles que apresentaram as menores taxas de cura (Arana,
Mendoza et al. 2001). Além disso, sabe-se que a atividade de formulagbes topicas
contendo apenas PAR é geralmente baixa, promovendo cura incompleta em animais
infectados por L. (L.) major e L. (L.) amazonensis (EI-On, Jacobs et al. 1984, Neal,
Allen et al. 1995, Grogl, Schuster et al. 1999). Em estudo realizado por Gongalves et
al. (2005), foi avaliada a atividade de uma formulacéo hidrofilica de PAR em animais
infectados por L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis. O tratamento tépico de L.
(L.) amazonensis contendo 10% de PAR em gel levou a redugao significativa da
lesdo, seguido de recaida 40 dias pés-tratamento (Goncalves, Fernandes et al.
2005). Quando em combinacdo com o antimonial pentavalente administrado por via
parenteral (5 mg/kg/dia), foi observado uma taxa de cura da lesdo de
aproximadamente 63% nos animais infectados (Goncalves, Fernandes et al. 2005).
Para L. (V.) braziliensis, o tratamento topico de PAR ou em combinagdo com o
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antimonial pentavalente ndo apresentou diferenga estatistica entre os grupos, e
apesar da redugéo no tamanho da lesdo, as recaidas foram observadas em ambos
0s grupos de animais tratados (Goncalves, Fernandes et al. 2005). A atividade da
PAR lipossomal também foi avaliada por via topica em animais infectados com L. (L.)
major (Carneiro, Santos et al. 2010). Foi observada diminuigdo no tamanho da leséo
nos animais tratados com PAR lipossomal, com 100% de cura ao final do tratamento
e recaidas 60 dias pds-tratamento e taxa de cura de apenas 30% (Carneiro, Santos
et al. 2010).

Nanoparticulas solidas carreadoras de PAR também foram avaliadas
quanto a sua eficacia in vivo, como alternativa de se aumentar a eficacia do farmaco
(Heidari-Kharaji, Taheri et al. 2016). Em estudo realizado por Heidari-Kharaji et al.
(2016), foi avaliada a eficacia desta formulacdo através de duas vias de
administracdo em animais infectados com L. (L.) tropica. Animais tratados
intramuscularmente com a combinagdo contendo 50 mg/kg de PAR apresentaram
diminuicdo na carga parasitaria quando comparados com o grupo tratado apenas
com PAR (30 mg/kg). Os animais tratados intralesionalmente com a combinacao
contendo 15 mg/kg de PAR tiveram menos parasitos na lesdo do que aqueles
tratados somente com PAR (Heidari-Kharaji, Taheri et al. 2016). Ambas as vias de
administragdo apresentaram eficacia similar (Heidari-Kharaji, Taheri et al. 2016).
Quando analisada a eficacia da PAR tdpica associada a anticorpos anti-TNFa em
camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major, o tratamento em combinacao se
mostrou mais eficaz em relacdo a reducdo do tamanho das lesdes e da carga
parasitaria quando comparado com os animais tratados apenas com PAR por via
topica (Schwartz, Moreno et al. 2018). Neste estudo, a via parenteral foi utilizada
para o tratamento de animais infectados com L. (L.) amazonensis, com reducao
significativa no tamanho da lesdo. Neste caso, os animais ndo foram acompanhados
apdés o final do tratamento, e uma possivel recaida seria esperada mesmo na
dosagem mais alta, uma vez que o DNA dos parasitos foi detectado ao final do
tratamento.

Considerando as altas dosagens utilizadas no tratamento dos animais,
particularmente 300 e 600 mg/kg, foi avaliado se estas poderiam interferir na massa
corpérea dos animais. Os resultados indicaram que as altas dosagens de PAR
utilizadas ndo afetaram a massa corpérea dos animais, indicando, portanto, baixa

toxicidade. Além disso, foram avaliados os niveis sanguineos das enzimas hepaticas
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AST e ALT e de creatinina em animais sadios, infectados néo tratados e tratados
com as dosagens de 150 e 600 mg/kg/dia de PAR. N&o foi observada diferenca
estatistica entre os animais tratados com PAR em comparagdo com o0s animais
infectados nao tratados e sadios, indicando que as dosagens utilizadas ndo causam
dano hepdtico significativo nem insuficiéncia renal. Em humanos, a dosagem de
11mg/kg/dia por um periodo de 21 dias, apresentou baixa toxicidade e apenas 1%
dos pacientes tiveram os niveis de ALT e AST aumentados, sugerindo neste caso
um possivel dano hepatico (Sinha, Jha et al. 2011).

Com a disseminacdo de parasitos resistentes aos antimoniais no sudeste
Asiatico (Chakravarty e Sundar 2010), a miltefosina e a PAR foram introduzidas para
o tratamento da LV. Alguns casos de resisténcia a miltefosina tém sido reportados
(Mondelaers, Sanchez-Canete et al. 2016, Srivastava, Mishra et al. 2017); para a
PAR, ndo ha casos de resisténcia clinica, contudo cepas resistentes ao farmaco ja
foram geradas em laboratério (Maarouf, Adeline et al. 1998, Hendrickx, Boulet et al.
2014). Diante disso, o tratamento combinado miltefosina e PAR tem sido uma
alternativa para o tratamento da LV (Sundar, Sinha et al. 2011). O tratamento com a
combinacao miltefosina e PAR por 5 dias mostrou uma eficacia superior comparado
com a monoterapia PAR ou miltefosina em animais infectados com L. (L.) infantum
(Hendrickx, Van den Kerkhof et al. 2017). Neste caso, houve uma reducédo de
parasitos no baco e figado de 99% e na medula 6ssea (98%) nos animais tratados
com 20 mg/kg de miltefosina e 350 mg/kg de PAR administrada intraperitonealmente
por 5 dias (Hendrickx, Van den Kerkhof et al. 2017). Estes dados, juntamente com
0s obtidos neste trabalho, sugerem que a PAR associada a outros farmacos
utilizados no tratamento das leishmanioses possa vir a ser utilizada no tratamento da
LT no Brasil, embora ainda seja necessario estudos de terapia combinada com as
espécies endémicas do pais.

Finalmente, os dados deste estudo sugerem que a dosagem maxima de
PAR utilizada no modelo animal parece nao ser capaz de eliminar completamente os
parasitos nos animais infectados. Por outro lado, a atividade antiparasitaria da PAR,
sugere que este farmaco possa ser eventualmente associado a outros farmacos no
tratamento da LT. Além disso, os dados apresentados neste estudo podem contribuir
para o desenvolvimento racional de novos e mais especificos derivados de PAR
contra as diferentes espécies de Leishmania responsaveis pela LT no Brasil.
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7 CONCLUSAO
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Através do estudo da avaliacdo da atividade da PAR in vitro e in vivo em
isolados clinicos e cepas referéncia das espécies causadoras da LT no Brasil, pode-

se concluir:

e Dos 16 isolados clinicos disponiveis, oito destes foram tipados como L. (V.)
braziliensis, seguido de cinco isolados de L. (L.) amazonensis, dois de L. (V.)
guyanensis e um de L. (V.) shawi;

e A determinacdo de concentracdes inibitérias da PAR in vitro para as formas
promastigotas indicou uma suscetibilidade variavel entre as cepas referéncia
e 0s respectivos isolados clinicos, bem como entre si;

e A suscetibilidade a PAR in vitro para as formas amastigotas intracelulares do
parasito também foi variavel entre as cepas referéncia e os respectivos
isolados clinicos, sendo esta forma mais suscetivel que a forma promastigota,
com excecédo do isolado ER192 [L. (V.) shawi];

e Os valores obtidos nos ensaios de citotoxicidade a PAR realizados em
macréfagos derivados de medula 6ssea revelaram uma variagdo nos valores
de CCso em intervalos de tempo diferentes.

e A PAR apresentou atividade contra L. (L.) amazonensis in vivo de forma dose
dependente. A dosagem de 600 mg/kg/dia foi aquela que apresentou maior
atividade antiparasitaria, no entanto esta dosagem nao foi capaz de eliminar
completamente os parasitos da lesdo na cepa referéncia M2269, assim como,
no isolado clinico ER256.

e A PAR mostrou-se mais eficaz no tratamento dos animais infectados com o

isolado clinico ER256 do que com a cepa referéncia M2269.
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