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RESUMO

Investigacdo da suscetibilidade a Anfotericina B e & Miltefosina em
isolados clinicos de Leishmania spp.: estudos in vitro e in vivo

A leishmaniose € uma doenca negligenciada e endémica em pelo
menos 98 paises, causada por protozoarios do género Leishmania. Esses
protozoarios sdo parasitos digenéticos e sdo transmitidos através da picada de
insetos hematofagos conhecidos como flebotomineos. Apesar da doenca ter
carater eminentemente rural, a mesma encontra-se em expansao para regides
urbanasde médio a grande porte, tornando-se um crescente problema de satude
publica no Brasil. Anualmente sdo notificados 25 mil casos de leishmaniose
tegumentar e 3 mil novos casos de leishmaniose visceral. A quimioterapia da
leishmaniose no Brasil limita-se basicamente ao uso de antimoniais
pentavalentes, anfotericina B e pentamidina. Estes farmacos possuem uma
resposta clinica variavel, sdo administrados via parenteral, além de possuirem
véarios efeitos colaterais, devido a toxicidade. Recentemente, a miltefosina foi
aprovada para o tratamento clinico da leishmaniose tegumentar no Brasil,
farmaco este que ja vem sendo utilizado ha quase duas décadas no tratamento
da leishmaniose visceral na Asia. Neste estudo, foi avaliada a suscetibilidade in
vitro da anfotericina B e da miltefosina em todas as espécies endémicas de
Leishmania responsaveis pela leishmaniose tegumentar e visceral no Brasil e
em um painel de 14 isolados clinicos de Leishmania spp. de um centro de
referéncia para tratamento de leishmaniose tegumentar. A susceptibilidade in
vitro a anfotericinaB e a miltefosinados isolados clinicos e cepas de Leishmania
foi determinada nas formas promastigota e amastigota intracelular. Os
resultados obtidos indicaram uma moderada variagdo na suscetibilidade aesses
farmacos em ambas as formas do parasito, sendo a forma amastigota mais
suscetivel. Além disso, uma linhagem de L. (L.) amazonensis resistente a
anfotericina B foi selecionada in vitro. Os ensaios in vivo foram realizados
utilizando camundongos BALB/c infectados com a cepa selvagem de L. (L.)
amazonensis, com a linhagem resistente e com um isolado clinico desta mesma
espécie, proveniente de um paciente que nao respondeu a esse farmaco. Os
animais infectados com cada uma das trés linhagens foram tratados com

anfotericina B durante 20 dias por via intraperitoneal. Nas infeccdes com a cepa



selvagem, os animais tratados apresentaram reducao significativa no tamanho
da lesdo e na carga parasitaria de forma dose depedente. No entanto, 0s grupos
de animais infectados com o isolado clinico ou com a linhagem resistente néo
apresentaram reducdo no tamanho da lesdo, nem na carga parasitaria. Estes
resultados demonstraram que os animais infectados tanto com a linhagem
resistente a anfotericina B, quanto com o isolado clinico ja exposto ao farmaco
na clinica, ndo responderam ao tratamento in vivo a anfotericina B. Estes
achados podem contribuir para avaliar as limitagdes do uso de anfotericinaB e

da miltefosina no tratamento da leishmaniose tegumentar no Brasil.



ABSTRACT

Investigation of susceptibility to Amphotericin B and Miltefosine in clinical
isolates of Leishmania spp.: in vitro and in vivo studies

Leishmaniasis is a neglected and endemic disease in at least 98
countries, caused by protozoa of the genus Leishmania. These protozoa are
digenetic parasites and are transmitted through the bite of hematophagous
insects known as sandflies. Although the disease has an eminently rural
character, it has been expanding to medium and large urban areas and has
become a growing public health problem in Brazil. Approximately 25,000 cases
of tegumentary leishmaniasis and 3,000 new cases of visceral leishmaniasis are
reported annually. Chemotherapy for leishmaniasisin Brazil is basically limited to
the use of pentavalent antimonials, amphotericin B and pentamidine. These
drugs havea variable clinical response, are costly, are administered parenterally,
and have several side effects due to toxicity. Miltefosine was recently approved
for the clinical treatment of tegumentary leishmaniasis in Brazil, a drug that has
been used in the treatment of visceral leishmaniasis in Asia for nearly two
decades. In thiswork, the in vitro susceptibility of amphotericin B and miltefosine
in all endemic Leishmania species responsible for tegumentary leishmaniasis
and visceral leishmaniasis in Brazil and in a panel of 14 clinical isolates of
Leishmaniaspp. from a reference center for tegumentary leishmaniasis treatment
was evaluated. The in vitro susceptibility to amphotericin B and miltefosine in
clinical isolates and Leishmania strains was determined in the promastigote and
intracellular amastigote forms. Results indicated a moderate variation in the
susceptibility to these drugs in both forms of the parasite, with the amastigote
form being more susceptible. Furthermore, a L. (L.) amazonensisresistant lineto
amphotericin B was selected in vitro. The in vivo assays were performed using
BALB/c mice infected with the wild-type strain of L. (L.) amazonensis, the
resistant line and a clinical isolate of the same species from a patientwho did not
respond to thisdrug. Animalsinfected with these three strains were treated with
amphotericin B for 20 days intraperitoneally. For infections with the wild-type
strain, treated animals showed a significantreductionin the size of the lesion and
in the parasite burden in a dose-dependent manner. However, the groups of

animals infected with the clinical isolate or with the resistant line did not show a



reduction in the size of the lesion, norin the parasite burden in any of the groups
treated with amphotericin B. These results demonstrated that both the
amphotericin B-resistant line and the clinical isolate previously exposed to the
druginthe clinicdid notrespond to the in vivo treatment of amphotericin B. These
findings may contribute to assess the limitations of amphotericin B and of

miltefosine for the treatment of tegumentary leishmaniasis in Brazil.
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1. INTRODUCAO

1.1. As leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecciosas, negligenciadas e de
evolucao crbnica, causadas por protozodrios parasitos do género Leishmania.
Este género pertence a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae que
agrupa organismos dotados de um tnicoflageloe que possuem organelascomo
0s acidocalcissomos, glicossomos e cinetoplasto, organelas restritas a esse
grupo (Uliana 2012). Os acidocalcissomos sdo organelas eletrondensas
acidicas, ricas em pirofosfatase e polifosfatase, e atuam no controle do pH,
manutencdode ions e pressdo osmotica (Docampo et al. 2005). Os glicossomos
sao peroxissomos modificados, que atuam principalmente na glicélise, mas que
também atuam na B-oxidacdo de acidos graxos, via da pentose-fosfato e na
biossintese de pirimidinas (Michels etal. 2006). O cinetoplasto possui moléculas
circularesde DNA mitocondrial chamado de KDNA, e é formado por duasclasses
de moléculas circulares de diferentes tamanhos, denominados maxicirculos e
minicirculos. Os maxicirculos sédo responsaveis por codificar RNAs ribossomais,
enquanto que os minicirculos codificam pequenos RNAs guia (Schneider 2001,
Uliana 2012).

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitos digenéticos,
caracterizados por possuirem duas formas distintas: promastigota e amastigota.
A forma promastigota apresenta corpo celular alongado e fusiforme, com
cinetoplasto localizado naregido anterior do parasito, préximo ao bolso flagelar,
e é encontrada no tubo digestorio do inseto vetor flebotomineo (Figura 1A).
Enquanto que a forma amastigota € intracelular obrigatéria e apresenta corpo
celular ovoide ou esférico, com comprimento de 2,5a 5 ume largura1,5a 2 uym.
Nesta forma, o cinetoplasto em forma de bastdo esta associado a um flagelo
rudimentar. A mesma é encontrada no interior de vacuolos parasitoforos de
células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), principalmente em
macrofagos, além de neutréfilos e célulasdendriticas de hospedeiros mamiferos
(Figura 1B) (Murray et al. 2005, Uliana 2012).

A transmissdo da leishmaniose ocorre através picada de insetos

dipteros hemat6fagos conhecidos como flebotomineos, pertencentes a familia
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Psychodidae. Apenas as fémeas se alimentam de sangue, sendo estas capazes
de transmitir o parasito. Os flebotomineos possuem hébitos noturnos, sao
silenciosos, pequenos (de dois a trés milimetros), apresentam coloracao
castanho escura e corpo revestido por inameras cerdas. Esses vetores sédo
adaptados para viver em ambientes Umidos, escuros e se alimentam de fontes
naturais de acucar. Os mesmos, apresentam ampla distribuicdo geogréafica,
sendo encontrados sob as mais diversas altitudes, condicfes climaticas e
ambientais, localizados predominantemente em regides subtropicais e tropicais
do mundo (Barral e Costa, 2011, Rey 2008, Killick-Kendrick 1999). Existem mais
de 800 espécies de flebotomineos conhecidas, mas apenas 30 delas podem
transmitir a doenca. Essas espécies pertencem ao género Phlebotomus,
responséavel pela transmissdo naAfrica, Asia e Europa, e aos géneros Lutzomyia
e Psychodopygus encontrados nas Américas (Maroli et al. 2013, Uliana 2012).
No Brasil as principais espécies de flebotomineos transmissores da
Leishmaniose tegumentar (LT) sédo: Lutzomyia migonei, Lu. whitmani, Lu.
aviscutellata, Lu. wellcomei, Lu. intermedia e Lu. umbratilis (Figura 2B), enquanto
qgue o vetor Lu. longipalpis € a principal espécie transmissora da leishmaniose
visceral (LV) (Ministério da Saude, 2017, Marcondes e Rossi, 2013).
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Figura 1. Formas do protozoario parasito do género Leishmania. A. Forma
promastigota em meio de cultura. B. Forma amastigota no interior de
macrofagos. Fonte: CDC, 2017 (Adaptado).
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L (V) braziliensis
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Figura 2. Distribuic&o por Estado brasileiro das principais espéciesde Leishmania
causadorasde LT (A) e os vetores responsaveis pela transmisséo do parasito (B).
Fonte: Ministério da Saude, 2017 (Adaptado).

Existem dois tipos de transmissdo da leishmaniose em humanos, a
transmissdo zoondtica e a transmissao antroponética. A transmissao zoonaotica
€ agquela transmitida de animais reservatorios, como o0 cdo no ciclo urbano e
roedores e marsupiais no ciclo silvestre, para os vetores flebotomineos e, na
sequéncia, para seres humanos, sendo o homem um hospedeiro acidental.
Enquanto que a transmissdo antroponotica, € aquela transmitida de seres
humanos para flebotomineos e novamente para humanos, sendo o homem o
reservatorio do parasito (Alvar et al. 2012, Bern et al. 2008). No Brasil a forma
mais comum de transmissdo da leishmaniose € a transmissdo zoonoética
(Ministério da Saude, 2017).

O protozoario do género Leishmania, possui um ciclo de vida
heteroxeno e a infeccdo no flebotomineo inicia-se quando a fémea realiza
hematofagia no mamifero infectado e durante o repasto sanguineo, juntamente
com o sangue, ingere macréfagos contendo formas amastigotas do parasito
(Figura 3). No trato digestorio do inseto, os macréfagos se rompem liberando os
amastigotas que diferenciam-se rapidamente em promastigotas prociclicos. Os
promastigotas prociclicos sobrevivem ao meio extracelulare se multiplicam por
divisdo binaria, nutrindo-se principalmente da glicose e prolina presentes no
intestino do inseto. Quando os nutrientes presentes no tubo digestério do inseto

cessam, 0s promastigotas prociclicos se diferenciam em promastigotas
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metaciclicos, forma infectante e incapaz de se multiplicar. Os promastigotas
metaciclicos migram de forma retrograda até a porcdo anterior do eséfago do
vetor. Durante novo repasto sanguineo, os promastigotas metaciclicos sao
introduzidos no local da picada e dentro de quatro a oito horas, os parasitos sao
fagocitados por macréfagos e/ou células do SFM do hospedeiro mamifero. No
interior do macrofago, dentro do vacuolo parasitéforo, os promastigotas
metaciclicos se diferenciam em amastigotas. As formas amastigotas resistem a
acdo dos lisossomos e multiplicam-se por divisdo binaria até que haja o
rompimento da célula a qual se encontram. Neste momento, os amastigotas sédo
liberados no meio extracelular, podendo ser novamente fagocitados por outros
macréfagos ou alternativamente migrar para outros 6rgdos do hospedeiro
(Uliana 2021, Neves et al. 2011). O curso da infeccdo € altamente variavel,
dependente da espécie de Leishmania, das caracteristicas genéticas e da

reposta imune do hospedeiro (Neves et al. 2011).

A Estagio infeccioso
A Estagio de diagnostico

Figura 3. Ciclo de vida do protozoario parasito do género Leishmania. 1. O
agente etiologico da leishmaniose € transmitido através da picada de um
flebotomineo infectado. Durante o repasto sanguineo, os flebotomineos injetam
promastigotas metaciclicos. 2. Os promastigotas sdo fagocitados pelos
macréfagos e por outras células do SFM. 3. Nessas células, os promastigotas
diferenciam-se em amastigotas. 4. Os amastigotas multiplicam-se até que haja
o rompimento da membrana macrofago, liberando-os e infectando novas células
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do SFM. 5-6. Durante novo repasto sanguineo em um hospedeiro infectado, 0s
flebotomineos séo infectados pela ingestdo de macréfagos infectados com
amastigotas. 7. No intestino médio dos flebotomineos, os amastigotas
diferenciam-se em promastigotas. 8. Estes multiplicam, desenvolvem e migram
para a regido anterior do es6fago. Fonte: CDC, 2017 (Adaptado).

As espécies do género Leishmania sdo classificadas em dois
subgéneros: Leishmania e Viannia (Uliana 2012, Pace 2014). No subgénero
Leishmania, as formas promastigotas se desenvolvem de forma restrita na
porcdo anterior do tubo digestério do inseto vetor, enquanto que no subgénero
Viannia, os promastigotas se estabelecem inicialmente na por¢do posterior do
trato digestério do inseto e durante seu desenvolvimento migram para as porcoes
anteriores do mesmo. Parasitos do subgénero Leishmania sdo encontrados nas
Américas, Europa, Asia e Africa, ja os parasitos do subgénero Viannia, estéo
presentes apenasnas Ameéricas (Ashford 2000, Uliana2012, Lainson etal. 1987,
Pace 2014). Existem 30 espécies de Leishmania e cerca de 20 destas séo
consideradas patogénicas para o0 homem, das quais oito sdo endémicas no
Brasil: Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.)
naiffi, L. (V.) lainsoni, L. (V.) lindenbergi, L. (Leishmania) amazonensis e L. (L.)
infantum, sendo as sete primeiras causadoras da LT (Figura 2A) e a ultima
causadoradaLV.

A LT pode apresentar quatro formas clinicas distintas: a leishmaniose
cutanea localizada (LCL), a leishmaniose mucocutanea (LM), a leishmaniose
cutaneadifusa (LCD) ou a leishmaniose cutanea disseminada (LD). A LCL é a
forma mais comumda LT, caracterizada por uma pépula eritematosa que evolui
para umaulcerageralmente indolor gerada no local da picada do vetor. A mesma
possuitendénciaa cura espontaneae apresenta boa resposta ao tratamento; no
entanto, pode evoluir para infec¢cdes secundarias, além de deixar cicatrizes
permanentes, sendo causada predominantemente por L. (V.) braziliensis,
seguidade L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis. A LM é consideradauma
lesdo secundaria da LCL e atinge a orofaringe, com comprometimento do septo
cartilaginoso e areas associadas, produzindo lesdes destrutivas na face e é
restrita apenas aos paises da América Latina, causada por L. (V.) braziliensis.
J4 a LCD é menos comum que as demais e inicia-se de forma insidiosa, com
lesdo Unica que progride lentamente com formacdo de placas e multiplas

nodulacdes n&o ulceradas em todo o corpo, causada por L. (L.) amazonensis.
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Finalmente, a LD é observada em até 2% dos casos e é majoritariamente
causada por L. (V.) braziliensis. Apesar das lesdes estarem presentes em varias
regides do corpo, como no caso da LCD, os individuos com LD podem
apresentam multiplas lesdes pelo todo o corpo que podem ser ulceradas,
papulosas, crostosas ou nodulares (Desjeux 1996, Ahluwalia et al. 2004,
Ministério da Saude, 2017). No Brasil, a maioria dos casos de LT é causada por
L. (V.) braziliensis, seguida por L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis (Figura
2A). Os casos de LT causados por L. (V.) braziliensis estédo distribuidos em todo
o territério nacional e osquadros mais comuns sdode LCL,LMe LCD. Em menor
quantidade estdo os casos de LT causados por L. (L.) amazonensis, distribuidos
pelas florestas da Amazobnia Legal, ampliando-se para o Centro-Oeste,
Nordeste, Sul e Sudeste e sdo associados a quadros de LCL e LCD. Alguns
casos de infecg¢des por L. (V.) guyanensis foram reportados na Regidao Norte,
associados a quadros de LCL, casos esses considerados de dificil tratamento.
As demais espécies causadoras da LT no Brasil sdo menos prevalentes e estéo
distribuidas principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais: L. (V.) lainsoni
€ encontrada nos Estados do Acre, Parad e Rondobnia; L. (V.) naiffi nos Estados
do Amazonase Para; L. (V.) lindenbergi no Estado do Para e L. (V.) shawi nos
Estados do Para e Maranhdo (Figura 2A) (Ministério da Saude, 2014, Ministério
da Saude, 2017).

Além das formas clinicas mencionadas, a LV causada por L. (L.)
infantum, € considerada a forma mais grave das leishmanioses e pode levar o
paciente ao Obito em 95% dos casos, se esta ndo for tratada adequadamente
(Murray et al. 2005, Harhay et al. 2011). Apesar da LV ser a forma mais grave
das leishmanioses, os casos de LT s&o os mais prevalentesno mundo,com uma
estimativa anual de 0,7 a 1,5 milhdo de novos casos, enquanto que o numero de
casos de LV podem atingir até 300 mil novos casos por ano (WHO, 2016, Alvar
et al. 2012). No Brasil, sdo notificados anualmente cerca de 25 mil novos casos
de LT e 3 mil novos casos de LV (Alvar et al. 2012, Ministério da Saude, 2017).
A leishmaniose, apesar de ser uma doenca eminentemente rural, encontra-se
em expansao para regides urbanas de médio a grande porte, tornando-se um
crescente problema de saude publica no Brasil (Jeronimo et al. 1994, Jeronimo
et al. 2004, Harhay et al. 2011). O aumento dos casos estdo ligados a varios

fatores, como transformacfes ambientais, eco-epidemiolégicos e sécio-
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econdmicos (Desjeux 1996). Estas transformacdes tém sido provocadas por
desmatamento de florestas nativas, intensos processos migratérios humanos,
crescimento desordenado das cidades, associado as baixas condicdes
econdmicas e sociais da populacéo (Harhay et al. 2011).

A diferencadainfeccdo da LT paraa LV, de forma geral, é quenalLT
o0 parasito infecta macréfagos presentes na derme e se multiplicam
continuamente nesta regido, enquanto que na LV, as amastigotas liberadas
disseminam-se pela circulacdo sanguinea até infectarem células do SFM do
figado, baco, linfonodos e medula éssea, ou seja, se proliferam nos 6rgéos
linféides do hospedeiro mamifero (Steverding 2017).

A coinfeccdo da leishmaniose com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) é considerada emergente e de alta gravidade em véarias regides
do mundo. No Brasil, sua distribuicdo acompanha grupos de riscos para a
transmissédo do virus HIV, com prevaléncia maior em individuos jovens do sexo
masculino (Rabello et al. 2003). A coinfec¢ao pode levar a um aumento nataxa
de letalidade e no numero de recaidas da leishmaniose, devido ao agravamento
da doenca, causado pela imunossupressao (Molina et al. 2003, Rabello et al.
2003).

1.2. Tratamento

No Brasil, o tratamento das leishmanioses é limitado a basicamente
guatro medicamentos: os antimoniais pentavalentes (SbV),anfotericinaB (AmB),
anfotericina B lipossomal (AmB-L) e o isetionato de pentamidina (PEN) (Tabela
1le 2). Aléemdo numerorestrito de medicamentos, estes aindaapresentam varias
limitacbes de uso, referente a toxicidade, reacdes adversas graves e dificil
aceitacdo dos pacientes por serem administrados por via parenteral,
necessitando de hospitalizacéo para a efetivagéo do tratamento (Croft e Olliaro
2011, Ulianaetal. 2017).

O SbV utilizado no Brasil € o antimoniato de N-metil-glucaminaque foi
introduzido como quimioterapico na década de 40, sendo ainda o principal
medicamento utilizado notratamento das leishmanioses (LT e LV) (Uliana2012).
O antimoniato de N-metilglucamina possui uma eficacia variavel de 35 a 95%

tanto para LT, quanto para LV (Zulfigaret al. 2017) e é obtido sinteticamente a
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partir do acido antiménico e da N-metilglucamina, sendo considerado um pro-
farmaco (Ponte-Sucre et al. 2017). Apds administracdo parenteral, o ShV é
convertido na sua forma trivalente (Sblll), sendo esta forma responsavel pela
atividade antiparasitaria (Roberts et al. 1998, Ponte-Sucre et al. 2017). Tanto o
Sblll como o SbV séo responsaveis por mediarem a fragmentacdo do DNA do
parasito, indicando que os antimonios conduzem o parasito a morte celular,
similar ao processo de apoptose, além de inibirem a glicélise, a oxidacdo dos
acidos graxos, e a producdo de ATP (Balafia-Fouce etal. 1998, Lee, Berthlet et
al. 2002, Croft et al. 2006).

O esquema terapéutico do SbV preconizado pelo Ministério da Saude
para a LV sdo de doses de 20 mg/SbV/kg/dia por via endovenosa ou
intramuscular, durante 30 dias consecutivos e para a LT é dependente da forma
clinica que o paciente apresenta. Para a LCL, recomenda-se de 10 a 20
mg/SbV/kg/dia durante 20 dias e para LCD e LM, 20 mg/SbhV/kg/dia durante 20 e
30 dias, respectivamente, como demonstrado na Tabela 2. Os efeitos adversos
mais graves sao dependentes da dose e tempo de uso, recorrentes nas doses
de 20 mg/SbhV/kg/dia, quando o SbV pode atingir seu limiar de toxicidade,
ocasionando alteracbes cardiacas, pancreaticas, hepaticas ou renais, com
frequentes recidivas. Esses parametros indicam a necessidade de modificagdo
ou interrupcéo do tratamento. Além disso, o SbV é contraindicado em pacientes
acima de 50 anos, gestantes, hipersensiveis aos constituintes da férmula ou
mesmo pacientes com alguma comorbidade associada aos efeitos adversos
citados (Ministério da Saude, 2009, Ministério da Saude, 2017, Zulfigar et al.
2017).

A PEN é umfarmaco pertencente as diamidinasaroméaticas e seu uso
é feito em casos de insucesso ao tratamento convencional pelo SbV. A alta
toxicidade deste farmaco é o fator limitante para seu uso e esta associada a
hipoglicemia, diabetes, nefrotoxicidade e hipotenséo. Além disso, sua eficacia
varia de 36 a 96% para as formas cutaneas e visceral, com uma dosagem de 3
a 4 mg/kg/dia por 4 dias (Tabela 2). Outros inconvenientes, como problemas
locais, devido a injecdes dolorosas e abcessos ou mesmo gerais, Como hauseas
e dores abdominais, tém colocado este medicamento como Ultima opc¢éo para o
tratamento das leishmanioses. Quanto ao mecanismo de acédo, sabe-se que a

PEN interfere no transporte de aminoacidos, compete com poliaminas pelos
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acidos nucléicos e pode também, ligar-se ao DNA do cinetoplasto do parasito

(de Paula, etal. 2003, Zulfigar et al. 2017).

Tabela 1. Propriedades quimicas dos principais farmacos utilizados no

tratamento da leishmaniose.

Antimonial pentavalente
Propriedades Estrutura molecular
OH
Peso j\,..uu
Molecular 365,98 g/mol HN- Ho{
N0, L 0
L /St
Férmula b, O mm
molecular C7H17NOs.HSbOs no’éml X
O
Anfotericina B
Propriedades Estrutura molecular
CH aH
— 924,079 g/mol S 7
Molecular My, @ GH OH OH GH © o
1
o e | o
Férmula A
C47H73NO17 Harg 4
molecular o
Pentamidina
Propriedades Estrutura molecular
Peso
Molecular 340,41 g/mol (@AMDQ(
H MH;
Féormula 7
el ceullar C19H24N40O2 HH #H
Miltefosina
Propriedades Estrutura molecular
Peso
Molecular 407,6 g/mol g:/\/v\/ ."
Férmula Ol
molecular C21H4sNO4P g e R

Fonte: Van Bocxlaer e Croft 2021, Zulfigar et al. 2017.
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Tabela 2. Tratamento das leishmanioses segundo apresentacéo, dose, via de
administracao, eficacia e toxicidade.

Antimonial pentavalente

Apresentacao

Ampolas contendo 81 mg/mL de SbV.

Dose e via de

LV: 20 mg/ShV/kg/dia por via intramuscular ou endovenosa, uma vez ao
dia durante 30 dias, com dose maxima de 3 ampolas ao dia.

LT: O esquema terapéutico é recomendado para as formas clinicas
abaixo:

gElleae LCL: 10 a 20 mg/ShV/kg/dia durante 20 dias.
LD: 20 mg/ShV/kg/dia durante 20 dias.
LM: 20 mg/ShV/kg/dia durante 30 dias.
Eficacia 35 a 95%.
Toxicidade Cardiotoxicidade grave, hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e pancreatite.
Anfotericina B
Apresentacéo Frasco contendo 50 mg de desoxicolato sddico de AmB liofilizada.

Dose e via de

LV: 1 mg/kg/dia por infusdo venosa de 14 a 20 dias, com dose maxima
didria de 50 mg.

LT: 1 mg/kg/diadiariamente ou em dias alternados, com dose maxima

deileera diaria de 50 mg, até atingir a dose maxima abaixo:
Para LCL: 1al5ge paralLM: 2,5a3q.
Eficacia 90%.
Toxicidade Nefrotoxicidade grave, tromboflebite e hipocalemia.
Anfotericina B lipossomal
Apresentacgao Frasco/ampola contendo 50 mg de AmB-L liofilizada.

Dose e via de

LV: 3 mg/kg/dia, durante 7 dias ou 4 mg/kg/dia, durante 5 dias porinfusé&o
venosa, em uma dose Unica.

LT: 1 a 4 mg/kg/dia diariamente por infusdo venosa, em dose Unica, até

QElice 2o atingir a dose maxima abaixo:
Para LCL: 1al5ge paralLM: 25a3g.
Eficacia >96%.
Toxicidade Nefrotoxicidade leve, calafrios e febre durante a infusao.
Pentamidina
Apresentacao Frasco/ampola com 300 mg de isetionato de PEN.

Dose e via de

Para LV e LT: 3 a 4 mg/kg/dia, em dias alternados, com dose maxima
diaria de 300 mg, porvia intramuscular ou endovenosa lenta, durante 4

aplicacao dias.
Eficécia 36 a 96%.
Toxicidade Hiperglicemia grave, hipotensao, taquicardia e miocardite.
Miltefosina
Apresentacao Capsulas nas apresentacdes de 10mg e 50mg de MF.
Dose e via de Para LV e LT: 2 a 2,5 mg/kg/dia, com dose maxima diaria de 150 mg via
aplicacao oral, durante 28 dias.
Eficécia 60 a 94%.
Toxicidade Hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e teratogenicidade.

Fonte: Ministério da Saude, 2009, Ministério da Saude, 2017, Zulfigar et al. 2017,
Carnielli et al. 2019.
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1.2.1. Anfotericina B

A AmB e sua forma lipossomal (AmB-L), sdo farmacos de segunda
linha no tratamento das leishmanioses no Brasil e sdo utilizados quando néao se
obtém resposta terapéutica ao uso do ShV, ou em casos de coinfeccao por HIV
(Léonard e Gerber 1996, Croft et al. 2006, Uliana etal. 2017, Mistério da Saude,
2017). A AmB-L, pode ainda ser indicada como tratamento de primeira escolha
em quatro grupos prioritarios: Paciente acima de 50 anos; com insuficiéncia
hepatica, renal ou cardiaca de qualquer faixa etaria; transplantados hepaticos,
renais ou cardiacos, bem como gestantes (Mistério da Saude, 2017). A AmB é
um antibiético produzido por Streptomyces nodosus e foi descoberta em 1953
(Donovick et al. 1955, Stiller et al. 1955). Seu mecanismo de acao baseia-se na
interacdo especifica com ergosterol, formando poros na membrana lipidica do
parasito, alterando a permeabilidade a ions e metabdlitos e levando
consequentemente a morte celular do parasito (Brajtburg e Bolard 1996, Ramos
et al. 1996, Ulianaetal. 2017).

O esquematerapéutico da AmB preconizado pelo Ministério da Saude
para LV e para LT sdo doses de 1 mg/kg/dia por infusdo venosa durante 14 a 20
dias consecutivos, com dose maxima diaria de 50 mg, obtendo-se eficacia em
90% dos casos (Tabela 1 e 2). No caso da administracdo da AmB-L, para LV,
sao indicados doses de 3 mg/kg/dia por 7 dias ou 4 mg/kg/dia durante 5 dias,
ambas em infusdo venosa emuma dose Unicadiaria. Ja para LT, séo indicadas
doses de 1 a 4 mg/kg/dia em dose Unica, com eficacia >96% (Tabela 2)
(Ministério da Saude, 2009, Ministério da Saude, 2017, Zulfigar et al. 2017).

As reacOes adversas agudas e crbnicas da AmB ocorrem pelas
administracdes repetidas, sempre associadas a um grau de disfuncéo renal que
varia de paciente para paciente em funcdo da dose total. As manifestagdes
agudas que ocorrem frequentemente envolvem febre, nausea, vomitos,
tremores, calafrios e recorrentes dores de cabeca. J&4 as manifestagfes cronicas
englobamalteracdes cardiovasculares, disfuncaorenal, diminuicdo de magnésio
e potassio, além de ocasionaranemia, leucopeniae trombocitopenia no paciente
(Filippin 2006, Ministério da Saude, 2017). No caso da AmB-L, este farmaco é
significativamente mais tolerado que a AmB convencional, pois 0 mesmo atua

especificamente sobre as células alvo, diminuindo os efeitos colaterais e
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atingindo maior eficacia terapéutica (Janknegt et al. 1992, Adler-Moore et al.
2016). Vérios estudos foram realizados comparando as reagfes agudas
causadaspela AmB convencional e pela AmB-L, dos quaisa AmB-L apresentou
reducdo na incidéncia de reacbes agudas associadas a infusdo e
nefrotoxicidade, além da possibilidade de ser indicada em pacientes que ja
possuam dano renal ou que estejam em uso concomitante de medicagdo com
efeito nefrotéxico (Wong-Beringer et al. 1998, Stone et al. 2016).

Devido aos problemas relatados na quimioterapia das leishmanioses
no Brasil, € necessario avaliar farmacos alternativos com melhor eficacia para o
tratamento da doenca, bem como avaliar as limitagdes dos farmacos ja em uso.
A miltefosina (MF) e a paromomicina sdo dois farmacos que vém sendo
utilizados como alternativa no tratamento da LV na Asia (Croft e Olliaro 2011).
Ambos os medicamentos demonstraram resultados bastante satisfatorios no
tratamento da LV, apresentando taxas de cura de 90% na india, Nepal e
Bangladesh (Sundaretal. 2006, Sundaret al. 2007, Jamil et al. 2015).

1.2.2. Miltefosina

A MF, também conhecida como hexadecilfosfocolina, € um anéalogo
da fosfatidilcolina e foi desenvolvidainicialmente como composto antitumoral e
atualmente constitui o Unico tratamento oral disponivel para leishmaniose. No
Brasil, a MF j& vem sido utilizada desde 2007, para o tratamento de cdes com
LV (Milteforan®, Virbac). Recentemente a MF foi aprovada para o tratamento
clinicoda LT (SUS, 2018). No sudeste asiatico, a MF ja vem sendo utilizada no
tratamento de pacientes com LV, apresentando resultados bastante
promissores, com taxas de cura maiores que 90% e sendo considerada como
um dos farmacos de escolha para o tratamento da LV naquela regiao
(Bhattacharya et al. 2004, Sundar etal. 2006). Os efeitos adversos mais comuns
da MF sdo vomitos, diarreia e elevacao transitéria das enzimas hepéaticas. Seu
uso esta associado a teratogenicidade e efeitos colaterais gastrointestinais
(Sundar et al. 2006, Ministério da Saude, 2009, Ministério da Saude, 2017,
Zulfigaretal. 2017).

O mecanismo anti-Leishmania da MF ainda ndo é totalmente

conhecido. Sabe-se que o farmaco interfere na biossintese de fosfolipidios e
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esterois (Barratt et al. 2009). Estudos indicam que a MF inibe a citocromo C
oxidase, induz a despolarizagdo mitocondrial e diminui os niveis celulares de
ATP, resultando em um efeito semelhante a apoptose no parasito (Paris et al.
2004, Verma e Dey 2004, Rakotomanga et al. 2005, Dorlo et al. 2012). A
captacdo de MF pelo parasito se da por uma maquinaria de translocacao que
inclui uma ATPase do tipo P denominado transportador de miltefosina (MT) e
que € responsavel pelo transporte de fosfolipideos através da membrana
plasmatica do parasito. Sua funcdo depende ainda da subunidade do MT, a
proteina LR0s3, que € essencial para a entrada e suscetibilidade a MF (Perez-
Victoria et al. 2006).

O esquema terapéutico da MF para o tratamento das leishmanioses
constitui-se de doses de 2 a 2,5 mg/kg/dia via oral, com dose maxima diaria de
150 mg, durante 28 dias consecutivos (Tabela 2). Contudo,apés uma década da
implementac&o do uso da MF na india e no Nepal, foi notado um decréscimo de
sua eficacia, com taxas de 10 a 20% de recidivas apés um ano de tratamento.
Neste caso, a diminuicdo da eficaciada MF nao esta relacionada a resisténcia
adquirida pelo parasito, pois parasitos recuperados de pacientes néo
apresentaram diferencas na suscetibilidade in vitro a MF quando comparados
com os isolados dos pacientes curados. Sugere-se que a falha ao tratamento
esteja relacionada na maioria das vezes a fatores intrinsecos do hospedeiro
(Rijal et al. 2013, Sundar et al. 2012). Posteriormente, foi observado uma
reducdo da atividade in vitro da MF em dois isolados de L. (L.) donovani
provenientesda india, quando comparados com a cepa selvagem desta espécie.
Isso também ocorreu em isolados brasileiros de L. (L.) infantum provenientes de
pacientes que nao responderam ao tratamento com MF (Rijal et al. 2013,
Carnielli etal. 2019). Alémdisso, no ano de 2016 foi reportado um isolado de L.
(L.) infantum de um paciente coinfectado com o virus HIV que também né&o
respondeu ao tratamento, indicando uma diminui¢céo gradual na suscetibilidade
a MF (Mondelaers et al. 2018, Ulianaet al. 2017). Uma alternativa adotada na
india é a terapia combinada em casos de resisténcia clinica, associando uma
Unicadose da AmB-L com MF ou uma Unica dose da AmB-L com paromonicina.
A terapia combinada apresentou satisfatorios resultados com soluc¢éo a curto
prazo e com alta eficacia terapéutica (Alvaret al. 2006, Van Griensven et al.
2010).



31

No Brasil, uma eficacia de cerca de 60% foi observada em pacientes
com LV de duas areas endémicas (Teresina, Pl e Montes Claros, MG), com taxas
de falha de tratamento em pacientes pediatricos e adultos de 52,2% e 26,3%
respectivamente (Carniellietal. 2019). Paraa LT, foram realizados somente dois
estudos clinicos com a MF no Brasil. Estes estudos apresentaram uma eficacia
de cerca de 70% em pacientes infectados com L. (V.) braziliensis ou L. (V.)
guyanensis, ambos com eficacia superior ao tratamento convencional do ShV
(Machado et al. 2010, Chrusciak-Talhari etal. 2011).

1.3.Resisténcia aos farmacos e falha do tratamento na leishmaniose

O tratamento é um fator fundamental para o controle da leishmaniose
no Brasil e no mundo. No entando, a falha ao tratamento e a resisténcia aos
medicamentos, sdo um problema crescente e que causam grande impacto na
clinica. Compreender como isso ocorre é de extrema importancia para amenizar
os danos e riscos ocasionados pelos mesmos, além de ser fundamental para a
identificacdo de novos alvos e estratégias para a quimioterapia das
leishmanioses.

Afalhaaotratamento, muitasvezes estarelacionadaa resisténciaaos
medicamentos, mas também pode estar relacionada ao hospedeiro, bem como
a fatores inerentes aos parasitos (Ponte-Sucre et al. 2017). Hospedeiros
portadores de imunodeficiéncia, como no caso de paciente infectados pelo virus
HIV, ndo possuem uma resposta imune efetiva e devido a isso, sao dificilmente
curados. Além disso, uma variacdo natural na resposta imunolégica do
hospedeiro ou a viruléncia intrinseca do parasito podem também influenciar a
efetividade do farmaco (Alvar et al. 2008, Vanaerschotet al. 2014). As espécies
do parasito do subgénero Viannia podem possuirainda uma infec¢do pelo virus
LRV1 de RNA de cadeia dupla e que pode aumentar o risco de falha do
tratamento, além de poder desencadear uma resposta imunoldgica distinta no
hospedeiro (Vanaerschot et al. 2014, Adaui et al. 2016). O insucesso do
tratamento também pode ocorrer em casos clinicos similares, que respondem a
uma dada terapia em alguns pacientes, mas que falham em outros quando a
espécie de Leishmania é diferente (Romero et al. 2001). Além disso, existem

fatores relacionados ao farmaco, devido uma dosagem inapropriada ocasionada



32

por erros profissionais ou mesmo automedicacdo por parte do paciente, que
podem levar a uma dosagem menor ou maior que o indicado, efeitos colaterais
indesejados e também induzir a selecdo de parasitos resistentes a esses
farmacos (Dorlo et al. 2014, Ponte-Sucre, 2013, Ponte-Sucre et al. 2017).

O parasito adquire resisténciaaos medicamentos devido ao tempo de
exposicao ao farmaco, que consequentemente seleciona potenciais mutacoes
elou alteracdes genéticas no parasito que sédo responsaveis por diminuirem a
resposta a umdeterminado medicamento (Ponte-Sucreetal. 2017). No caso dos
SbV, medicamentos de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose no
Brasil, estes devem ser reduzidos a sua forma trivalente (Sblll) para
desencadear atividade e uma parte dessa reducéo ocorre dentro do macréfago.
Posteriormente, a entrada no parasito do Sblll se da pela AQP1
(Aquagliceroporina 1). Foi observado que o acumulo de antiménio € menor em
parasitos resistentes e a superexpressao de AQP1 leva a hipersensibilidade a
Sblll, enquanto que a delecdo génicaleva a resisténcia aos SbV (Brochu et al.
2003, Mandal et al. 2010, Marquis et al. 2005). A resisténcia ao antimonio
também foi observada quando h& diminuicdo da reducédo de SbV em Sblll,
diminuicdo dainternalizacdo do farmaco e aumento dos niveis intracelulares de
tripanotiona e outros tidis que provém o aumento do potencial redox do parasito
(Croft et al. 2006, Maltezou 2010). A superexpresao dos transportadores ABC
(ATP Binding Cassette) envolvidos no transporte dependente de ATP também
tem mostrado influenciar no efluxo de farmacos e pode ter algum papel na
resisténcia aos antimoniais (El Fadili, 2005). Um exemplo é a MRPA, um
transportador ABC de membrana intracelular que ao ser superexpresso confere
resisténcia aos antimoniais ao sequestrar tiol e conjugados metalicos em
vesiculasintracelulares. Outros transportadores, como ABCI4 e ABCG2 também
podem contribuircom aresisténciaao Sblll em Leishmania(Manzanoetal. 2013,
Perea et al. 2016).

Para PEN, foi observado em estudos in vitro que parasitos
superexpressores da proteina PRP1, um transportador ABC, sao resistentes a
PEN (Coelho et al. 2003, Coelho et al. 2007, Kaur e Rajput 2014). Esse
transportador também conferiu resisténcia cruzada ao Sblll (Coelho et al. 2003,
Ashutosh et al. 2007). A resisténcia a PEN em Leishmania também pode estar

relacionada a alteracfes na concentragcdo de arginina e poliaminas na célula,
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além de cepas resistentes ndo acumularem o farmaco dentro da mitocondriae a
fracdo citosdlica do farmaco ser eliminada para fora da célula (Kaur e Rajput
2014).

O principal mecanismo de resisténcia a MF envolve mutacgdes na
maquinaria de translocacdo mediada pelo MT que € responsavel pela
translocacao de fosfolipideos (Pérez-Victoria et al. 2003). Foi descrito que a
delecdo do gene que codifica 0 MT leva a um fenétipo de resisténcia a MF
(Pérez-Victoria et al. 2003, Coelho et al. 2012, Coelho et al. 2014). Além disso,
a inativacao do complexo (MT e Ros3) também gera um fenétipo de resisténcia,
enquanto que a superexpressao dos mesmos, resultaem um maior acimulo do
farmaco, ocasionando um aumento da sensibilidade a MF (Pérez-Victoria et al.
2003, Perez-Victoriaet al. 2006, Sanchez-Canete et al. 2009).

A resisténcia a MF também pode estar relacionada com o efluxo do
farmaco mediado por transportadores ABC. Os transportadores ABCA1, ABCA2
e MDR1 podem estar associados com o aumento da resisténcia, devido ao
aumento do efluxo de farmaco através da membrana e a reducéo intracelular do
mesmo (Perez-Victoria et al. 2002, Pérez-Victoria et al. 2006). Outros fatores que
também podem estar relacionados com o fenotipo de resisténcia a MF séo
alteracdes nos niveis de insaturacao de acidos graxos e reducao de ergosterol,
bem como a capacidade de tolerar espécies reativas de oxigénio (Rakotomanga
et al. 2005, Das et al. 2013).

Apesar da utilizacdo da AmB ha mais de 70 anos, relatos de
resisténcia clinica sdo raros e pouco descritos. Os primeiros relatos de falha
terapéutica na clinica surgiram naindia, com um paciente infectado com L. (L.)
donovani resistente a AmB (Purkait et al. 2012). Na Franca e Suica foram
descritos casos de auséncia de resposta a AmB em pacientes imunosuprimidos
(Morizot et al. 2016, Eichenbergeret al. 2017). Contudo, a resisténcia a AmB ja
foi induzida in vitro em L. (L.) donovani e em L. (L.) mexicana (Mbongo et al.
1998, Mwenechanya etal. 2017). Os parasitos resistentes possuem alteracdes
de afinidade de ligagcdo com o farmaco, devido a uma composic¢ao alterada de
esterdis namembrana plasmatica (Uliana etal. 2017, Singh etal. 2001, Mbongo
et al. 1998, Mwenechanya etal. 2017). Além disso, € importante ressaltar que a
utilizagdo da AmB na clinica e sua meia-vida plasméatica elevada aumentam a

possibilidade de selecédo de parasitos resistentes a esse medicamento, sendo
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portanto necessarios novos estudos nesta area (Croft et al. 2006).

Finalmente, alguns estudos ja& demonstraram variagbes na
suscetibilidade invitro a AmB e também a MF, havendo variacdes entre espécies
e isolados clinicos do parasito (Escobar et al. 2002, Croft et al. 2006, Sanchez-
Cafete et al. 2009, Prajapati et al. 2012). Pouco se sabe, no entanto, se existe
ou nao correlagdo da suscetibilidade in vitro com a resposta ao tratamento in
vivo, particularmente para a AmB.

Neste estudo, foi investigada a atividade in vitro da MF e da AmB em
espécies responsaveis pela LT no Brasil e da AmB in vivo em um isolado clinico
de L. (L.) amazonensis com suscetibilidade diferencial invitro e de umalinhagem
resistente selecionada in vitro. A suscetibilidade in vitro a esses farmacos foi
avaliada em 14 isolados clinicos, previamente tipados, representantes das

principais espécies causadoras da LT no Brasil.
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2. JUSTIFICATIVA

Levando em consideracao a alta eficacia da MF no tratamento da LV
naAsia e da AmB notratamento de ambas as formas clinicas das leishmanioses,
foi proposto neste projeto investigara atividade da MF (in vitro) e da AmB (in vitro
e in vivo) em espécies responsaveis pela LT no Brasil. Foram avaliadas 11
cepas, representantes de 8 espécies endémicas no Brasil, além de um painel de
14 isolados clinicos, provenientes do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (IIER),
além de um isolado de paciente com LCD coinfectado com o virus HIV e ja
exposto ao tratamento convencional desta parasitose (Corréa Soares, Silva et
al. 2020). Os dados obtidos neste estudo permitiriam avaliar se existe variacao
de sensibilidade entre espécies e isolados clinicos do parasito e se a possivel
variabilidade na suscetibilidade a esses farmacos pode afetar a resposta ao
tratamento clinico, fornecendo dados para melhores condutas de tratamento das
leishmanioses.
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3. OBJETTIVOS

Este projeto teve como objetivo avaliar a atividade da MF (in vitro) e

da AmB (in vitro e in vivo) em isolados e cepas das principais espécies

causadorasda LT no Brasil. Os objetivos especificos foram:

Avaliar a suscetibilidade in vitto & MF e a AmB nas formas
promastigotas e amastigotas intracelulares de cepas de 8 espécies
responsaveis pela LT no Brasil, além de 14 isolados clinicos;
Selecionar uma linhagem resistente in vitro a AmB de L. (L.
amazonensis;

Avaliar a eficacia in vivo da AmB, utilizando o modelo murino de
infeccd@o por L. (L.) amazonensis visando a avaliacdo da eficacia do
tratamento frente a cepa selvagem, a linhagem resistente e ao isolado
clinico que apresentou susceptibilidade diferencial in vitro a esse

farmaco.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo dos isolados clinicos e das cepas de Leishmania spp.

Foram utilizadas as cepas de L. (L.) amazonensis [[MHOM/BR/1973/
M2269), (IFLA/BR/1967/PH8), LV79 (MPRO/BR/1972/M1841)], L. (V.)
braziliensis [(MHOM/BR/94/H3227), (MHOM/BR/1975/M2903)], L. (V.
guyanensis (MHOM/BR/1975/M4147), L. (V.) lainsoni (MHOM/BR/81/M6426), L.
(V.) lindenbergi (MHOM/BR/96/M15732), L. (V.) naiffi (MDAS/BR/79/M5533), L.
(V.) shawi (MCEB/BR/84/M8408) e L. (L) infatum (MHOM/BR/1972/LD),
representantes das principais espécies endémicas no Brasil e responsaveis pela
LT e LV respectivamente. Os ensaios de suscetibilidade foram realizados nas
cepas das respectivas espécies e em 13 isolados provenientesde pacientescom
LT do IIER através de colaboracdo com o Prof. Jose A. Lindoso, além de um
isolado de um paciente com LCD coinfectado com o virus HIV, cedido
gentilmente pela Profa. Dra. Mayara |. S. Lima da Universidade Federal do
Maranhao (Tabela 3). Estes 14 isolados j& haviam sido previamente tipados por
PCR-RFLP do gene hsp70 e através do sequenciamento do ITS (Coser et al.
2020, Espada et al. 2021). As espécies dos isolados clinicos estéo indicadas na
Tabela 3 e correspondem as espécies mais prevalentes de LT no Brasil. As
formas promastigotas dos isolados e cepas foram cultivadas em meio M199
(Sigma-Aldrich), complementado com 40 mM de HEPES em pH 7,4, 0,1 mM de
adenina, 0,005% de hemina, 100 ug/mL de penicilina/estreptomicina e 10% de
soro fetal bovino inativado e estéril e mantidos em estufa a 25°C. O meio M199
foi ainda suplementado com 2% de urina masculina humana estéril, para as
culturas de promastigotas do subgénero Viannia (Howard et al. 1991). Os
macrofagos derivados de medula 0ssea residentes em camundongos fémeas
BALB/c foram cultivados em meio RPMI-1640, complementado com 10% de soro
fetal bovino inativado e estéril, 0,1 M de piruvato de sédio, e 100 ug/mL de
penicilina/estreptomicina e mantidos em estufa a 37°C com 5% de CO2 (Zamboni
e Rabinovitch 2003). Os animais foram adquiridos pelo Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratdrio
(CEMIB) da UNICAMP e os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de
Etica de Uso Animal (CEUA) da UNICAMP, protocolo de ntmero 5571-1/2020
(Anexo 1).
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Tabela 3. Lista dos isolados clinicos provenientes de pacientes com LT
utilizados neste estudo.

Cadigo Identifiqagéo Forma Estado de Espécie
do do_ paciente . \iica origem do ispolado

Isolado (iniciais)
1 ERO004 PJTG LCL Para L. (V.) braziliensis
2 ERO10 NPC LM Bahia L. (V.) braziliensis
3 ERO054 KIM LCL Séo Paulo L. (L.) amazonensis
4 ER117 OFS LM Bahia L. (L.) amazonensis
5 ER118 JMS LCL Mato Grosso L. (L.) amazonensis
6 ER114 NJS LCL Minas Gerais L. (V.) braziliensis
7 ER192 RSB LM Para L. (V.) guyanensis
8 ER256 MMA LCL - L. (L.) amazonensis
9 ER267 LVSS LCL Bahia L. (V.) braziliensis
10 ER269 KPLR LCL Amazonas L. (V.) braziliensis
11 ER271 IP LCL Amazonas L. (V.) braziliensis
12 ERO098 PJTG LCL Para L. (V.) braziliensis
13 UBO17 RSS LCL Séo Paulo L. (L.) amazonensis
14 AAB AAB LCD Maranhao L. (L.) amazonensis

(-) Dado nao fornecido ou nao disponivel.

4.2 Farmacos

Para os ensaios de suscetibilidade in vitro, os farmacos utilizados
foram a MF (Sigma-Aldrich), o desoxicolato de AmB (Sigma-Aldrich), o Sblli
(Sigma-Aldrich), o SbV (Sanofi-Aventis) e a PEN (Sigma-Aldrich). Esses
farmacos foram diluidos em agua Milli-Q, em soluc¢des estoque de 10-100 mM.
A AmB foi diluidaem DMSO (Sigma-Aldrich) em solucédo estoque de 1 mM. Os
farmacos foram mantidos a -20°C até o momento do uso. Para os ensaios in
vivo, foi utilizado o desoxicolato de AmB (Cristélia), diluido em PBS em solucéo

estoque de 5 mg/mL.

4.3 Suscetibilidade in vitro dos parasitos aos farmacos

4.3.1 Determinacao da atividade dos farmacos contra promastigotas
dos isolados clinicos e das cepas de Leishmania spp.

Para avaliar a atividade dos farmacos contra promastigotas, foi
utilizado o teste colorimétrico MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina) conforme descrito (Zauli-Nascimento etal. 2010). Para isso, foram
plaqueadas 2x106 promastigotas em fase logaritmica de crescimento em placas

de 96 pocos em volume de 200 uL de meio M199 com concentragdes crescentes
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de AmB (0; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 nM), Sblll (0; 3,9; 7,81; 15,62;
31,25; 62,5; 125; 250 uM), PEN (0; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5 e 25 uM) ou
MF (0; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 uM). Apds 24 horas de incubacéo a
25°C, foi adicionado 30 pyL de 5 mg/mL de MTT e incubado por 3 horas.
Posteriormente, foi adicionado 50 pyL de SDS 20% (dodecil sulfato de sédio),
para a posterior verificacdo da absorbancia no espectrofottmetro Multiskan Sky
(Thermo-Scientific). Foi medida uma absorbancia inicial de 595 nm e uma
absorbancia de 690 nm como referéncia. Os resultados foram obtidos de ao
menos trés experimentos independentes realizados em triplicata e a
concentracdo efetiva de farmaco que inibe a viabilidade celularem 50% e 90%
(CEso e CE9) foi determinada através de curvas de regressdao sigmoide

utilizando o sofware GraphPad Prism 7.

43.2 Ensaio de citotoxicidade aos farmacos miltefosina e
anfotericina B

Para os ensaios de citotoxicidade, cerca de 3x10° macréfagos
derivados de meduladssea foram plaqueados em placas de 24 pocos em volume
de 300 pyL de RPMI-1640 completo e incubados durante 24 horas em estufa a
37°C e atmosfera contendo 5% de COz2. Apds esse periodo, o meio foi retirado
e entao foi adicionado 500 uL de meio RPMI contendo concentragdes crescentes
de MF (0; 0,1; 1; 5; 10; 20; 40; 50; 75; 100; 250 e 500 uyM) ou de AmB (0; 0,001;
0,01; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 5; 10 e 100 puM), incubados por 72 horas em
estufa a 37°C com 5% de CO2. Em seguida, o meio RPMI contendo o farmaco
foi removido e foi adicionado 100 pL de 2,5 g/L de tripsina por poc¢o. Apés 15
minutos foi adicionado 400 pL de PBS por poco e 10 pL desta suspenséao de
células foi diluida em 10 pL do corante Trypan Blue 0,4% (Sigma-Aldrich). Na
camara de Neubauer, foi adicionado cerca 10 yL de suspenséo para contagem
do numero total de células viaveis, considerando que aquelas néo viaveis
adquire coloracdo azulada. Os resultados foram obtidos de ao menos trés
experimentos independentes e a concentragao citotoxica de MF ou AmB que
inibe a viabilidade celularem 50% (CCso) foi determinada através de curvas de

regressao sigmoide utilizando o sofware GraphPad Prism 7.
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4.3.3 Determinacdo da atividade dos farmacos contra amastigotas
intracelulares dos isolados clinicos e das cepas de Leishmania

spp.

Para avaliar a atividade dos farmacos contra amastigotas
intracelulares, foramutilizados macréfagos derivados de medula éssea conforme
o protocolo descrito (Zamboni e Rabinovitch 2003). Os macrofagos foram obtidos
a partir de fémures e tibias de camundongos BALB/c que tiveram suas
respectivas epifises cortadas. A seguir, com o auxilio de uma agulha 21G
acoplada a uma seringa, esta foi introduzida na cavidade medular com meio
R2020 (50% de meio RPMI-1640, 20% de soro fetal bovino inativado e estéril e
20% do sobrenadante de culturade fibroblastos L929) pararemocao das células
da medula 6ssea. Macréfagos diferenciados foram obtidos a partir da incubacdo
por 7 dias em meio R2020 em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de COz.
ApOs esse periodo, 0 meio R2020 foiretirado para remocéo dos macrofagos nao
aderidos e/ou nao diferenciados. Os macréfagos aderidos foram removidos da
placa utilizando um cell scraper em presenca de PBS gelado, transferidos para
um tubo cbnico de 15 mL, centrifugados a 480xg durante 10 minutos, a 4°C e
entdo ressuspensos em meio RPMI-1640 completo. O numero total de
macréfagos foi obtido pela contagem em camara de Neubauer. Cerca de 3x10°
macréfagos foram plaqueados em 300 L de meio RPMI-1640 completo em
placas de 24 pocos contendo laminulas redondas de vidro estéreis de 13 mm de
didmetro. Apés incubacéo por 24 horas a 37°C em atmosfera contendo 5% de
COz2, 0o meio RPMiIfoiretirado de cada poc¢o e os macréfagos foram lavadosduas
vezes com PBS a 37°C a fim de a retirar os macrofagos néo aderidos a placa.
Os macrofagos foram entdo infectados com formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis, L. (L.) infantum ou ainda espécies do subgénero Viannia em fase
estacionaria de crescimento, numa proporcdo de 5:1, 20:1 e 30:1
(parasitos:macrofago) respectivamente. Os parasitos foram ressuspensos em
300 pL de meio RPMI e as infecgbes foram realizadas por um periodo de 3 a 4
horas. Apds esse periodo, os parasitos nao internalizados foram removidos
através de duas lavagens consecutivas com PBS previamente aquecidoa 37°C
e entao foi adicionado 500 uL de meio RPMI contendo concentragdes crescentes
de AmB (0; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 150 nM), PEN (0; 0,01;



41

0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,2 e 0,4 uM) ou MF (0; 0,31; 0,62; 1,25;2,5;5; 10e 20
MM) incubados em estufa a 34°C em atmosfera contendo 5% de CO2 por 72
horas ou ainda ShV (0; 25; 50; 100; 250; 500; 750 e 1.000 uM) incubado durante
6 dias, com troca do meio de cultura com o farmaco no terceiro dia de infecgéo.
A seguir, as laminulas foram lavadas com PBS, fixadas com metanol e coradas
com o kit Instant Prov (Newprov) segundo as orienta¢des do fabricante e entéo,
visualizadas no microscépio optico. Os resultados foram obtidos de ao menos
trés experimentos independentes, 0 nimero de amastigotas por macréfago e a
porcentagem de infeccao foramobtidos através da contagem de pelo menos 100
macréfagos e os valores de CEso e CEgo foram determinados através de curvas

de regressao sigmoide utilizando o sofware GraphPad Prism 7.

4.4 Selecdo de parasitos resistentes a AmB

Para a selecdo dos mutantes resistentes, culturas de formas
promastigotas da cepa selvagem de L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269), foram cultivadas em meio M199 e tratadas com
concentracOes crescentes de AmB conforme previamente descrito (Coelho etal.
2014). A selecao foi iniciada na concentracdo do farmaco correspondente ao
valor de CEso (26,60 + 1,77 nM). A suscetibilidade da linhagem resistente a AmB
foi avaliada pelo teste colorimétrico MTT conforme descrito anteriormente no
item 4.3.1.

4.5 Avaliacdo da eficéacia in vivo da AmB contra L. (L.) amazonensis

Foram infectados quatro grupos, compostos por cinco camundongos
fémeas BALB/c cada. Ainfeccéo foi realizada no coxim plantar da pata posterior
direita de cada animal, com 1x108 promastigotas em fase estacionéaria de
crescimento da cepa  selvagem de L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269), da linhagem resistente a AmB previamente
selecionada (item 4.4) ou do isolado clinico AAB. Semanalmente, a espessura
da pata posterior direita (infectada) e esquerda (néo infectada) de cada animal
foi medida utilizando medidor de espessura (Mitutoyo), para avaliar a evolucao
da lesé@o durante todo o experimento. O tratamento iniciou quatro semanas apos

a infeccdo, ministrando via intraperitonial 0, 1, 5 ou 10 mg/kg/dia de AmB,
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durante 20 dias, com pausa de 2 dias a cada 5 dias de administracdes
consecutivas. No final do tratamento, os camundongos foram eutanasiados para
retirada de 25 mg de tecido da lesdo da pata infectada. O DNA das amostras de
tecidos foi extraido atraves do kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen), segundo
as orientacoes do fabricante e o DNA obtido foi quantificado no
espectrofotometro NanoDrop®2000 (Thermo-Scientific) e armazenado a -20°C
para posterior realizacdo do PCR em tempo real, a fim de determinar a carga

parasitaria.

4.5.1 Quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real

O PCR em tempo real (QPCR) para quantificacdo da carga parasitaria
foi realizado em amostras de DNA das lesGes de patas de camundongos BALB/c
infectados que foram ou né&o tratados com AmB, conforme previamente descrito
(Coser et al. 2020). Foram utilizados para cada reacéo 4 pL do DNA total diluido
(1:100) (equivalente ao DNA de 1 mg de tecido), 1,2 mM de MgCl2, 10 yL de iTaq
Universal SYBR Green Supermix (Biorad) e 500 nM de cada iniciador (G6PDH-
F (5-CGYCTYCCAGACGCYTACGA-3')e 0 G6PDH-R (5-AGCGGYGTGAAGA
TGCGC CA-3’)). Sob as seguintes condi¢gbes de amplificacdo: 3 minutos a 95°C,
seguida por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos. Foi
amplificado um fragmento de 110 pb do gene de coOpia Unica de L. (L.)
amazonensis, glicose-6-fosfato desidrogenase (g6pdh) (Castilho et al. 2008). A
curva padrao foi realizada em triplicata, utilizando diluicbes seriadas do DNA
gendmico de 2x107 a 2 parasitos da cepa selvagem de L. (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269). Os resultados foram obtidos pelo equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), do Departamento
de Genética e Evolucao, IB, UNICAMP.

4.5.2 Determinacdo dos niveis séricos de alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase e creatinina dos camundongos
infectados e tratados com AmB

A analise bioquimicado sangue dos camundongos paradeterminacao
dos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST) e creatinina foi realizado pelo laboratério de analises
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clinicas Vetpat (Campinas, SP, Brasil). A coleta de sangue foi feita antes do
animal ser eutanasiado pela via axilar (venossecg¢éo) e para isso o animal foi
manualmente contido e depois anestesiado pela via intraperitonial com 100
mg/kg de ketalar e 10 mg/kg de xilazina. Posteriormente, foi realizada uma
incisdo na axila do animal (regido lateral do térax) e com auxilio de uma pipeta
Pasteur o sangue foi coletado (Neves et al. 2013). As amostras foram
centrifugadas a 480xg durante 10 minutos afim de separar o soro do plasma
presente no sangue, e entdo armazenadas até a analise.

As concentractes de ALT e AST foram determinadas atraves do
meétodo cinético UV. Cerca de 0,1 mL do soro de cada animal foi diluidoem 1
mL do reagente do kit Liquiform (Labtest) (100 mmol/L de tampao Tris em pH
7,5, 500 mmol/L de L-alanina, =600 U/L de malato desidrogenase, =1.200 U/L
de lactato desidrogenase, 0,1 g/L de azida sddica, 0,18 mmol/L de NADH, 15
mmol/L de acetoglutarato e 15,5 mmol/L de azida sédica) previamente pré-
aquecido a 37°C, por 2 minutos. Os mesmos foram homogeneizados e
transferidos para cubetas termostaticas na temperatura de 37°C. Depois de 90
segundos, foi determinada a absorbancia inicial a 340 nm, seguido de novas
leituras apos 1, 2 e 3 minutos.

A concentracdo de creatinina foi determinada utilizando o método
cinético colorimétrico. Cerca de 0,1 mL do soro de cada animal foi diluidoem 1
mL do reagente do kit Creatinina K (Labtest) (125 mmol/L de NaOH, 24 mmol/L
de tetraborato de sédio e 44 mmol/L de acido picrico). A seguir, as amostras
foram homogeneizadas e transferidas para cubetas termostaticas na
temperatura de 37°C. Depois de 30 e 90 segundos, foram determinadas as
absorbancias a 510 nm. Os valores das concentra¢cdes séricas de ALT, AST e
creatininaforamcalculados com base no calculofornecido pelokit Liquiform para
ALT e AST e kit Creatinina K, para creatinina e as absorbancias foram obtidas

pelo espectrofotdmetro semi-automatico Bioplus BIO-2000.

4.5.3 Anédlise histopatoldgica das lesdes de animais infectados e tratados
com AmB

A analise histopatoldgica foi realizada pelo laboratério de anatomia

patolégica Histocell (Sdo Paulo, SP, Brasil). Para a anélise, foram utilizadas
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amostras de tecido da lesdo no coxim plantar de camundongos fémeas BALB/c
infectados com a cepa selvagem de L. (L) amazonensis
(MHOM/BR/1973/M2269), a linhagem resistente ou o isolado clinico AAB,
tratados ou ndo com 1, 5 e 10 mg/kg de AmB. Os animais foram sacrificados ao
final do tratamento (8% semana pos-infeccdo) e, em seguida, as amostras de
tecido foram lavadas com PBS, fixadas com formalina e processados em
parafina. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina e, em seguida,

visualizados em microscopio éptico.

46 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o sofware
GraphPad Prism 7, aplicando o teste ANOVA de uma via e pos-teste de
comparag¢des multiplas de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacdao da atividade da MF contra promastigotas dos isolados
clinicos e das cepas de Leishmania spp.

A suscetibilidade in vitro na forma promastigota do parasito dos
isolados clinicos e das cepas a MF foi determinada utilizando o teste
colorimétrico MTT, utilizando as respectivas cepas das espécies como controle
dos ensaios. ApGs 0s experimentos, os resultados foram convertidos em curvas
de inibic&o de crescimento celular para determinar os valores de CEsoe CEgo de
MF. Dentre os isolados avaliados, foi possivel observar variagdo nos valores de
CEso que variaram de 14,17 £+ 2,30 yM a 33,25 + 4,14 yM, enquanto que as
cepas de Leishmania spp. variaram de 11,43 £ 1,32 yM a 52,67 £+ 3,29 uM
(Tabela 4). O isolado ER117, tipado como L. (L.) amazonensis, foi 0 mais
suscetivel a MF, enquanto que o isolado de ER267 [L. (V.) braziliensis], foi o
menos suscetivel (Tabela 4). Dentre as espécies responsaveispela LT e LV no
Brasil, a L. (V.) lainsoni (cepa M6426) foi a mais suscetivel enquanto que a cepa
M2903 [L. (V.) braziliensis] foi a menos suscetivel a MF (Tabela 4 e Figura 4A).

Para os seis isolados clinicos e as cepas de L. (L.) amazonensis, 0S
valores de CEsodos isolados tiveram uma pequena variagao (14,17 £ 2,30 yM a
23,96 £ 0,15 uM) (Tabela 4 e Figura4B), enquanto que as cepas M2269, PH8 e
LV79 apresentaram valores de CEsode 17,55 +1,14, 39,39+ 3,39 e 39,66 + 0,34
MM respectivamente (Tabela 4 e Figura 4A). Os isolados que apresentaram o
maior e 0 menor valor de CEso, ou seja, menos ou mais suscetiveis a MF foram
os isolados AAB e ER117 respectivamente (Tabela 4 e Figura 4B). Os valores
de CE9sodos isolados clinicos variaram de 28,93 uM a 78,53 uM, sendo o isolado
ER117 com o menorvalor de CEgo e o isolado ER118 com o maior valor de CE90
(Tabela 4). Os valores de CEsodas cepas M2269, PH8 e LV79 foram de 95,24,
91,46 e 107,2 uM respectivamente (Tabela 4).

Entre os seis isolados clinicos analisados e as cepas de L. (V.)
braziliensis, os valores de CEsovariaram de 14,22 £ 1,83 yM a 33,25 + 4,14 uM
(Tabela 4 e Figura 4B), enquanto que as cepas apresentaram valores de CEso
de 34,13 £ 1,98 € 52,67 + 3,29 uyM para H3227 e M2903 respectivamente (Tabela

4 e Figura4A). Os isolados que apresentaram o maior e 0 menor valor de CEso
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foram os isolados ER267 e ER098 respectivamente (Tabela 4). Ja os valores de
CEgovariaram de 48,54 yM a 98,26 uM. O isolado ER215 apresentou menor
valor de CEg0, enquanto que oisolado clinico ER004 teve o maior valor de CEso.
J& os valores de CE9o das cepas H3227 e M2903 foram 108,2 e 96,09 uM
respectivamente (Tabela 4).

Ainda foi avaliada a susceptibilidade a MF da cepa M4147 e o isolado
clinicoER192, tipado como L. (V.) guyanensis. Este isolado apresentou umvalor
de CEs0de 25,75+ 1,93 uM e de CEgode 86,53 yM. Ja a cepa M4147 apresentou
um valor de CEso e de CE9o de 40,41 £ 3,84 uM e 124,10 uyM respectivamente.
Na Figura 4, temos uma analise comparativa dos valores de CEso dos isolados
clinicos e cepas de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis,

além das demais espécies de Leishmania na forma promastigota.



Tabela 4. Suscetibilidade a MF in vitro dos isolados e das cepas de Leishmania spp.

Cédigo Promastigota Amastigota
da cepa L Taxa 9e

ou do Espécie CEso £ DP CEgo (n)? CEsox DP CEg (n)? Infeocg?o (1S)*

isolado (UM) (UM) (UM) (UM) (%)

M2269 L. (L.) amazonensis 17,55 +1,41 95,24 3 1,94 £0,15 6,30 3 70 25,52
PHS8 L. (L.) amazonensis 38,38 * 3,39 91,46 3 6,23 £ 1,57 1314 3 98 7,94
LV79 L. (L.) amazonensis 38,66 + 0,34 107,2 3 1,62 £0,08 10,23 3 63 30,56

ERO54 L. (L.) amazonensis 23,22 +3,8 50,29 3 1,08 £0,10 11,67 3 18 45,85

ER117 L. (L) amazonensis 14,17 +2,30 28,93 3 1,13 £ 0,08 3,80 3 35 43,82

ER118 L.(L.) amazonensis 17,69 +1,29 78,53 3 1,93+0,14 5,60 3 92 25,65

UB017 L. (L.) amazonensis 23,34 + 3,78 54,59 3 3,58 £0,78 19,29 3 60 13,83

ER256 L. (L.) amazonensis 22,96 + 2,10 56,20 3 2,89 +0,12 19,20 3 49 17,13
AAB L. (L.) amazonensis 23,96 + 0,15 52,46 3 9,16 £ 0,92 102,8 3 96 5,40

H3227 L. (V.) braziliensis 34,13 £1,98 108,2 3 2,79 £0,23 25,11 3 50 17,74

M2903 L. (V.) braziliensis 52,67 + 3,29 96,09 <) 8,55 +1,82 108 3 95 5,79

ER004 L. (V.) braziliensis 20,50 + 3,85 98,26 3 2,04 £0,10 3,12 3 85 24,27

ERO010 L. (V.) braziliensis 18,65 + 1,20 56,01 3 5,56 + 0,06 12,92 3 95 8,91

ER098 L. (V.) braziliensis 14,22 + 1,83 56,03 3 5,89 £ 0,52 16,3 3 92 8,41

ER114 L. (V.) braziliensis 30,60 + 3,97 87,06 3 1,40 £ 0,08 4,20 3 90 35,37

ER267 L. (V.) braziliensis 33,25 £4,14 57,50 3 3,08 £0,1 4,90 3 82 16,07

ER269 L. (V.) braziliensis 26,59 + 5,03 72,58 3 3,15 £ 0,09 10,19 3 73 15,72

ER271 L. (V.) braziliensis 28,26 £ 4,14 54,05 3 9,60 0,37 23,20 3 95 5,15

M4147 L. (V.) guyanensis 40,41 + 3,84 124,10 3 5,79 £0,17 11,60 3 79 8,55

ER192 L. (V.) guyanensis 25,75 + 1,93 86,53 3 446 +0,4 26,78 3 89 11,10

M8408 L. (V.) shawi 33,05 £ 4,88 80,32 3 1,91 £0,52 6,46 3 52 25,92

M15732 L. (V.) lindenbergi 22,62 + 2,28 76,66 3 1,19+0,4 8,63 3 70 41,61

M5533 L. (V.) naiffi 29,61 + 4,39 59,35 &) 1,80 £ 0,07 14,15 &) 52 27,51

M6426 L. (V.) lainsoni 11,43 +1,32 25,90 3 1,46 £0,20 18,38 3 46 33,91

LD L. (L.) infantum 17,42 +1,95 41,26 8 1,37 £ 0,05 2,80 3 65 36,14

As respectivascepas de Leishmania estéo destacadas em cinzana Tabela.

! Ntimero de experimentos independentes realizados em triplicata por cepa ou isolado;
2 Nimero de experimentos independentes realizados por cepa ou isolado;

3 Po rcentagem de infecgdo d os macrofagos;
1S, indice de Seletividade.
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Figura 4. Suscetibilidade a MF na forma promastigota (A e B) e amastigota
intracelular (C e D) das respectivas cepas e isolados clinicosde Leishmania spp.
Média e desvio padréo dos valores de CEso de promastigotas (A) e amastigotas
intracelulares (C) de 11 cepas representantes espécies de Leishmania
endémicas no Brasil. Valores de CEso de promastigotas (B) e amastigotas
intracelulares (D) dos 14 isolados clinicos e das cepas de L. (L.) amazonensis
(M2269, PH8 e LV79) (circulos vermelhos), L. (V.) braziliensis (H3227 e M2903)
(triangulosamarelos), L. (V.) guyanensis M4147 (quadradoverde) e L. (V.) shawi
(quadrado azul). Os circulos, triangulos e o quadrado em preto correspondem
aos isolados clinicos de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.)
guyanensis respectivamente.

5.2 Citotoxicidade in vitro da MF

A avaliagéo da citotoxicidade da MF foi determinada previamente em
macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongo BALB/c na presenca
de concentracdes crescentes do farmaco. O método utilizado baseou-se na
contagem de células viaveis através do uso do corante Trypan Blue. Os
macrofagos apresentaram um valor de CCso de 49,52 + 2,93 uM apds 72 horas

de incubacéo com MF (Figura5).



49

100+
<

50+

25+

Viabilidade dos macrofagos (%)

0 L L] = T J T X 1 = T " 1
00 05 10 15 20 25 3.0
Log [MF] (uM)

Figura 5. Curva dose-resposta para determinacao da citotoxicidade da MF em
macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos apés incubacao por
72 horas.

5.3 Determinacéo da atividade da MF contra amastigotas intracelulares
dos isolados clinicos e das cepas de Leishmania spp.

Para a avaliacdo da suscetibilidade in vitro & MF nas formas
amastigotas intracelulares do parasito foram utilizados macréfagos derivados de
medula éssea. Os resultados obtidos foram convertidos em curvas de inibigdo
de crescimento para determinacédo dos valores de CEso e CEg do farmaco.

Inicialmente, foi avaliada a porcentagem de infeccéo dos 14 isolados
clinicos e das cepas de Leishmania spp. em macréfagos diferenciados de
medula 6ssea. Foi possivel observar que houve umavariacdo de cerca de 18%
a 96% nataxa de infeccdo dos isolados clinicos (Figura 6 e Tabela 4), enquanto
que as cepas de Leishmania spp. apresentaram uma variagdo na porcentagem
de infeccdo dos macréfagos de 46% a 98%. A seguir, foi entdo avaliada a
suscetibilidade a MF na forma amastigota do parasito. Dentre os isolados
avaliados, foi possivel observar uma moderada variacdo nos valores de CEso,
que variaram de 1,08 £ 0,10 uM a 9,60 + 0,37 uM, enquanto que as cepas de
Leishmania spp. variaram de 1,19 + 0,4 uM a 8,55 + 1,82 uM (Tabela 4). O
isolado ER054 [L. (L.) amazonensis] e o isolado ER271 [L. (V.) braziliensis]
apresentaram o menor e o maior valor de CEsorespectivamente. A cepa M15732
[L. (V.) lindenbergi] apresentou o menor valor de CEso, enquanto que a cepa
M2903 [L. (V.) braziliensis] apresentou o maior valor de CEso (Tabela 4).

Dentre os seis isolados clinicos e as cepas de L. (L.) amazonensis, a
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porcentagem de infecgéo variou de 18% a 96%, enquanto que as cepas M2269,
PH8 e LV79 infectaram de 63% a 98% dos macrofagos. Os isolados AAB e
ERO054 apresentaram a maior e a menor porcentagem de infeccdo
respectivamente (Tabela 4 e Figura6). Os valores de CEsovariaram de 1,08 +
0,10 uM a 9,16 + 0,92 pM dentre os isolados (Tabela 4 e Figura4D), enquanto
que as cepas M2269, PH8 e LV79 apresentaram um valor de CEsode 1,94 +
0,15,6,23 + 1,57 e 1,62 £ 0,08 uM respectivamente (Tabela 4 e Figura4C). Os
isolados que apresentaram o maior e o menor valor de CEso foram os isolados
AAB e ER054 respectivamente (Tabela 4 e Figura4D). Além disso, os valores
de CEsovariaramde 3,80 a 102,8 uM, sendoo isolado ER117 com o menor valor
de CEgo. O isolado AAB apresentou o maior valor de o CE9o. J4 as cepas M2269,
PH8 e LV79 apresentaram um valor de CE9% de 6,30, 1314 e 10,23 uM
respectivamente (Tabela 4).

Dentre os isolados de L. (V.) braziliensis, além das cepas H3227 e
M2903, a porcentagem de infeccdo em macrofagos variou de 73% a 95%,
enquanto que as cepas H3227 e M2903 infectaram 50% e 95% dos macrofagos
respectivamente (Tabela 4 e Figura 6). Os valores de CEsodos isolados desta
espécie variaram de 1,30 + 0,11 a 9,60 £ 0,37 uM (Tabela 4 e Figura 4D),
enquanto que os valores de CEsodas cepas H3227 e M2903 foram 2,79 + 0,23
MM e 8,55 £ 1,82 uM respectivamente (Tabela 4 e Figura 4C). Os isolados que
apresentaram o maior e o menor valor de CEso foram os isolados ER271 e
ER135 respectivamente. Além disso, os valores de CEo dos isolados variaram
de 3,12 uM a 23,20 uM, e os valores de CEgo das cepas H3227 e M2903 foram
25,11 e 108 pM respectivamente (Tabela 4).

Também foi avaliada a susceptibilidade a MF do isolado clinico
ER192. Os valores de CEsoe CEsodeste isolado foram 4,46 £ 0,4 uM e 26,78 uM
respectivamente, com umataxa de infecgéo de 89%. A cepa M4147 apresentou
um valor de CEsode 5,79 £ 0,17 uM e de CE9de 11,60 pM, com uma taxa de
infeccdode 79% (Tabela 4 e Figura6). Na Figura4D, é apresentada uma analise
comparativa dos valores de CEso dos isolados clinicosde L. (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e suasrespectivas cepas, além das demais
espécies de Leishmania na forma amastigota do parasito.

Ainda foi avaliado o indice de seletividade (IS) calculado pela razéao

da concentracao citotdxica de MF em 50% nos macrofagos (CCso=49,52 + 2,93
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MM) apds 72 horas de incubagao e a concentragao que inibe o crescimento do
parasito em 50% (CEso) para cada um dos isolados clinicos ou cepa da

respectiva espécie de Leishmania (Tabela 4).
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Figura 6. Porcentagem de infeccdo dos isolados clinicos e das cepas de
Leishmania spp. em macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos.
Na Figura esta representada a média e o desvio padrdo. Os preenchimentos
hachurados em vermelho, amarelo e verde correspondem aos isolados clinicos
de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis respectivamente.

5.4 Determinacdo da atividade da AmB contra promastigotas dos
isolados clinicos e das cepas de Leishmania spp.

A suscetibilidade invitro em promastigotas dos isolados clinicose das
cepas de Leishmania a AmB também foi determinada pelo teste colorimétrico
MTT. Foi possivel observar que os valores de CEso dos isolados clinicos
variaram de 16,72 + 2,69 nM a 57,25 + 4,38 nM, enquanto que as cepas de
Leishmania spp. variaram de 12,89 + 1,21 nM a 62,36 * 4,20 nM (Tabela 5 e
Figura 7). O isolado ER010 [L. (V.) braziliensis] foi o mais suscetivel a AmB,
enquantoqueoisolado AAB [L. (L.) amazonensis]foio menossuscetivel (Tabela
5). Dentre as espécies responsaveis pela LT e LV no Brasil, L. (V.) lindenbergi
(cepa M15732) foi a mais suscetivel enquanto que a cepa M6426 [L. (V.)
lainsoni], foi a menos suscetivel ao farmaco (Tabela 5 e Figura 7).

Dentre os seisisolados clinicose as cepas de L. (L.) amazonensis, 0s
valores de CEsodos isoladostiveram uma pequenavariagéo (18,94 + 2,42 nMa
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57,25 £ 4,38 nM) (Tabela 5 e Figura 7B). Enquanto que as cepas M2269, PH8 e
LV79 apresentaram valores de CEsode 26,60 +1,77, 42,59 +1,33 e 18,88 +0,72
nM respectivamente (Tabela 5 e Figura 7A). Os isolados que apresentaram o
maior e o menor valor de CEso, ou seja, menos ou mais susceptiveis a AmB,
foram os isolados AAB e ER117 respectivamente (Tabela 5 e Figura 7B). Os
valores de CEgodos isolados clinicos variaram de 41,02 nM a 255,6 nM, sendo
0 isolado ER256 com o menor valor de CEg e o isolado ER054 com o maior
valor de CE9o (Tabela 5). J& os valores de CEsodas cepas M2269, PH8 e LV79
foram de 49,30, 208,1 e 112 nM, respectivamente (Tabela 5).

Os valores de CEsodos isolados variaram de 16,72 + 2,69 a 33,77
3,35 nM em seis isolados clinicos de L. (V.) braziliensis (Tabela 5 e Figura 7B),
enquanto que as cepas apresentaram valores de CEso de 18,74 + 2,40 e 25,26
+ 1,46 nM para H3227 e M2903 respectivamente (Tabela 5 e Figura 6A). Os
isolados que apresentaram o maior e o menor valor de CEso foram os isolados
ER114 e ER010 respectivamente (Tabela 5). J& os valores de CEsovariaram de
44,53 a 184,9 nM. O isolado com o menor valor de CEgo foi 0 ER267; enquanto
gueo isolado ER098teve o maior valorde CE90.Ja os valores de CEsodas cepas
H3227 e M2903 foram 41,29 e 56,16 nM respectivamente (Tabela 5).

Ainda foi avaliada a susceptibilidade a AmB do isolado clinico de L.
(V.) guyanensis, o isolado ER192, que apresentou um valor de CEsode 33,01 +
1,75 nMe de CEsde 90,82 nM. J& a cepa M4147 apresentou um valor de CEso
de 16,65 + 3,11 nM e de CE9% de 108,20 nM. Na Figura 7B, temos uma anélise
comparativa dos valores de CEso dos isolados clinicosde L. (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e suasrespectivas cepas, além das demais

espécies de Leishmania na forma promastigota.



Tabela 5. Suscetibilidade & AmB in vitro dos isolados e das cepas de Leishmania spp.

Cdodigo da Promastigota Amastigota Taxa de
cepaou do Espécie CEso £ DP CEqo (n)? CEsox DP CEq (n)? infeccdo  (IS)*
isolado (nM) (nM) (nM) (nM) (%)

M2269 L. (L.) amazonensis 26,60 + 1,77 49,30 3 5,88 +1,45 27,31 3 65 21,65
PH8 L. (L.) amazonensis 42,59 + 1,33 208,1 3 21,63 +2,40 92,11 3 97 5,88
LV79 L. (L.) amazonensis 18,88 + 0,72 112 3 4,10 £ 0,25 52,94 3 68 31,06

ERO054 L. (L.) amazonensis 41,33 + 3,73 267,5 3 2,09 £ 0,17 9,45 3 20 60,93

ER117 L. (L.) amazonensis 18,94 + 2,42 107,80 3 1,94 +0,43 11,84 3 37 65,64

ER118 L. (L.) amazonensis 22,09 + 4,41 104,2 3 4,65 +1,13 27,53 3 85 27,38

uBO017 L. (L.) amazonensis 29,35 + 3,71 86,34 3 11,10 £ 2,27 18,98 3 65 11,47

ER256 L. (L.) amazonensis 26,35 + 1,97 41,02 3 7,45 + 0,62 69,29 3 55 14,09
AAB L. (L.) amazonensis 57,25 + 4,38 91,57 3 20,88 + 2,34 98,18 3 97 6,09

H3227 L. (V.) braziliensis 18,74 + 2,40 41,29 3 1,69 + 0,05 3,04 3 57 75,36

M2903 L. (V.) braziliensis 25,26 + 1,46 56,16 3 13,27 +1,97 53,14 3 97 9,59

ER004 L. (V.) braziliensis 20,53 + 0,09 57,85 3 15,67 £ 0,92 39,89 3 95 8,13

ERO010 L. (V.) braziliensis 16,72 + 2,69 72,71 3 8,26 + 1,86 33,71 3 94 15,41

ER098 L. (V.) braziliensis 24,8 + 6,65 184,9 3 14,08 + 2,73 53,16 3 94 9,04

ER114 L. (V.) braziliensis 33,77 + 3,35 96,04 3 15,66 + 1,30 47,32 3 91 8,13

ER267 L. (V.) braziliensis 24,9 £ 3,26 44,53 3 2,34 £ 0,48 13,53 3 75 54,42

ER269 L. (V.) braziliensis 17,08 + 2,97 71,14 3 5,67 +1,28 36,15 3 85 22,46

ER271 L. (V.) braziliensis 19,09 + 3,66 94,94 3 3,32 +£0,72 6,68 3 90 38,36

M4147 L. (V.) guyanensis 16,65 + 3,11 108,20 3 481 +1,42 9,99 3 72 26,47

ER192 L. (V.) guyanensis 33,01 +1,75 90,82 3 22,71 + 2,64 81,69 3 92 5,60

M8408 L. (V.) shawi 31,95 + 5,33 2294 3 18,8 + 3,56 210,7 3 53 6,77

M15732 L. (V) lindenbergi 12,89 + 1,21 80,01 3 4,04 £0,24 10,71 3 68 31,52

M5533 L. (V.) naiffi 54,04 £ 4,37 326,2 3 10,78 = 2,01 114,7 3 62 11,81

M6426 L. (V.) lainsoni 62,36 + 4,20 99,48 3 6,95 + 0,24 58,86 3 51 18,32

LD L. (L.) infantum 16,95 + 3,00 49,76 3 517 £ 0,95 34,9 3 57 24,63

As respectivas cepas de Leishmania estdo destacadas em cinzana Tabela.

! Nimero de experimentos independentes realizados em triplicata por cepa ou isolado;
2 Nimero de experimentosindependentes realizados porcepa ou isolado;
® Porcentagem de infecg&o dos macréfagos derivados de medula §ssea;

1S, indice de seletividade.
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Figura 7. Suscetibilidade & AmB na forma promastigota (A e B) e amastigota
intracelular (C e D) das respectivas cepas e isolados clinicosde Leishmania spp.
Média e desvio padréo dos valores de CEso de promastigotas (A) e amastigotas
intracelulares (C) de 11 cepas representantes das principais espécies de
Leishmania no Brasil. Valores de CEso de promastigotas (B) e amastigotas
intracelulares (D) dos 14 isolados clinicos e das cepas de L. (L.) amazonensis
(M2269, PH8 e LV79) (circulos vermelhos), L. (V.) braziliensis (H3227 e M2903)
(triangulosamarelos), L. (V.) guyanensis M4147 (quadradoverde) e L. (V.) shawi
(quadrado azul). Os circulos, triangulos e o quadrado em preto correspondem
aos isolados clinicos de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.)
guyanensis respectivamente.

5.5 Citotoxicidade in vitro da AmB

A avaliacdo da citotoxicidade da AmB também foi determinada utilizando
macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongo BALB/c conforme
previamente descrito. Os macrofagos apresentaram um valor de CCsode 127,36

+ 0,94 nM apos 72 horas de incubacdo com AmB (Figura 8).
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Figura 8. Curva dose-resposta para determinacgéo da citotoxicidade da AmB em
macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos apds incubacgéao por
72 horas.

5.6 Determinagé&o daatividade da AmB contraamastigotas intracelulares
dos isolados clinicos e das cepas de Leishmania spp.

Dentre os isolados avaliados, foi possivel observar uma moderada
variacao nos valores de CEso, cujos valores variaram de 1,94 + 0,43 nMa 22,71
+ 2,64 nM (Tabela 5), enquantoque as cepas variaram de 1,69 £ 0,05 nMa 13,27
+ 1,97 nM. O isolado ER117 [L. (L.) amazonensis] e o isolado ER192 [L. (V.)
guyanensis] apresentaram o menor e o maior valor de CEsorespectivamente. A
cepa H3227 [L. (V.) braziliensis] apresentou 0 menor valor de CEso, enquanto
gue a cepa M2903 [L. (V.) braziliensis] apresentou o maior valor de CEso.

Dentre os seis isolados clinicose as cepasde L. (L.) amazonensis, 0s
valores de CEsonestaespécie variaram de 1,94 + 0,43 a 20,88 + 2,34 nM (Tabela
5 e Figura 7D), enquanto que as cepas M2269, PH8 e LV79 apresentaram
valores de CEsode 5,88 £ 1,45, 21,63 + 2,40 e 4,10 = 0,25 nM respectivamente
(Tabela 5 e Figura 7C). Os isolados que apresentaram 0 maior e 0 menor valor
de CEso foram os isolados AAB e ER117 respectivamente (Tabela 5 e Figura
7D). Além disso, os valores de CEogo variaram de 9,45 a 98,18 nM, sendo o
isolado ER054 com o menor valor de CEgo. O isolado AAB apresentou 0 maior
valor de CEog0. Jaas cepas M2269, PH8 e LV79 apresentaram um valor de CE9o
de 27,31, 92,11 e 52,94 nMrespectivamente (Tabela 5).

O isolado clinico AAB é proveniente de um paciente diagnosticado

com LCD, coinfectado com o virus HIV e que foi previamente tratado com AmB
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(Corréa Soares, Silva et al. 2020), o que difere dos demais isolados utilizados
neste estudo que foram obtidos antes do tratamento clinico. Considerando a
baixa susceptibilidade & AmB in vitro deste isolado, em compara¢cdo com 0s
demais isolados e a cepa M2269 (Tabela 5), decidimos avaliar a eficacia deste
farmaco in vivo em camundongos infectados com este isolado. Para comparar a
eficaciada AmB in vivo, decidimos gerar uma linhagemresistente a AmB, a partir
da cepa M2269 (item 5.7).

Em seis isolados de L. (V.) braziliensis, além das cepas H3227 e
M2903, os valores de CEsodesta espécie variaram de 2,34 + 0,48 a 15,67 = 0,92
nM (Tabela 5 e Figura 7D), enquanto que as cepas apresentaram valores de
CEso de 1,69 £ 0,05 e 13,27 + 1,97 nM para H3227 e M2903 respectivamente
(Tabela 5 e Figura 7C). Os isolados que apresentaram o maior e 0 menor valor
de CEsoforam os isolados ER004 e ER267 respectivamente. Além disso, os
valores de CEgdos isolados variaram de 6,68 a 53,16 nM. O isolado com o
menor valor de CEgofoi o0 isolado ER267; enquanto que o isolado ER098 teve o
maior valor de CE9o. Jaos valores de CEsodas cepas H3227 e M2903 foram 3,04
e 53,14 nM respectivamente (Tabela 5).

Foi também avaliada a suscetibilidade a AmB do isolado clinico de L.
(V.) guyanensis, o isolado ER192, cujos valores de CEsoe CEgoforam 22,71 +
2,64 nMe 81,69 nMrespectivamente. Ja a cepa M4147 apresentou um valor de
CEsode 4,81 +1,42 nMe de CEsde 9,99 nM. Na Figura 7D, é apresentada uma
analise comparativa dos valores de CEso dos isolados clinicos de L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e as respectivas cepas
destas espécies na forma amastigota do parasito. Ainda foi avaliado o IS,
calculadopelarazdoda CCs0=127,36 + 0,94 nM e CEso de cada umdos isolados

clinicos ou cepa da respectiva espécie de Leishmania (Tabela 5).

5.7 Selecdo de umalinhagem resistente & AmB

A geracao de umalinhagem resistente in vitro a AmB foi realizada na
forma promastigota da cepa selvagem M2269 de L. (L.) amazonensis. A selecao
iniciou-se na concentracao correspondente ao valor de CEso desta cepa, cujo
valor é de aproximadamente 25 nM (Tabela 5). Foram mantidas pelo menos 3

passagensem culturanestaconcentracdo e quando a taxa de crescimento desta
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linhagem selecionada se assemelhava a cepa selvagem (M2269), dobrava-se a
concentracdo do farmaco, até atingira concentracéo de 400 nM. O processo de
selecado da linhagem resistente a AmB levou cerca de 100 dias (Figura9). Uma
vez concluido o processo de selecdo da linhagem resistente de L. (L.
amazonensis, foi determinado o valor de CEso desta linhagem resistente,
denominada de La AmB400. O valor de CEsodesta linhagemfoi 183 + 4,37 nM,
enquanto que o valor de CE9 foi de 492,80 nM. Esta linhagem resistente
apresentou, portanto, um valor de CEso sete vezes maior que o valor de CEsoda
cepa M2269 (Tabela 6).

Com isso estabelecido, foram selecionados 4 clones da linhagem
resistente La AmB400 e 0sS mesmos apresentaram, assim como a sua
populacdo, um CEso superior ao da cepa M2269 na forma promastigota do
parasito. Os clones apresentaram valores de CEsoque variaram de 81,15 + 2,58
a 136,9 + 13,71 nM (Tabela 6), sendo o clone 4, 0 que apresentou o maior valor
de CEso,cerca de cinco vezes maior que o CEsoda cepa M2269. O clone 4 (La
AmB400 cl. 4) foi entéo selecionado para os ensaios de suscetibilidade na forma
amastigota, apresentandoum valor de CEsode 24,09 + 5,35 nM e posteriormente

utilizado para ensaios in vivo.
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0 20 40 60 80 100

Dias em cultura

Figura 9. Esquema de selecdo gradual da linhagem resistente La AmB400 a
AmB. Cada passagem da populacdo de parasitos em cultura é indicada pelos
circulos pretos.
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Tabela 6. Suscetibilidade a AmB in vitro da cepa M2269 (La M2269), da
linhagem resistente La AmB400 (populacéo) e dos respectivos clones.

Cepa / Promastigota Amastigota _Taxa (je
Linhagem CEso =+ DP CEogo (n)l CEso £ DP CEgw (n)2 infeccao
(hM) (nM) (nM) (nM) ()’
La M2269 26,60 + 1,77 49,30 5,88 + 1,45 27,31 3 65

3

La AmB400 183 + 4,37 492,80 3
La AmB400 cl. 1 122,7 + 7,56 269,50 3 - - - -

3

3

La AmB400 cl. 2 135,7 £ 13,70 265,00
La AmB400 cl. 3 81,15 + 2,58 207,30
La AmB400 cl. 4 136,9 + 13,71 307,20 3 24,09 + 5,35 200,3

w
~
o

1 NGmero de experimentos independentes realizados em triplicata por cepa ou linhagem resistente;
2 NGimero de experimentos independentes realizados por cepa ou isolado;

® Porcentagem de infecg&o dos macréfagos derivados de medula 6ssea;

(-) Dado néo determinado.

5.8 Avaliacdo da eficacia in vivo da AmB contra L. (L.) amazonensis em
modelo experimental de LT

Grupos contendo cinco camundongos fémeas BALB/c cada foram
infectados no coxim plantar com a cepa selvagem M2269 de L. (L.) amazonensis,
a linhagemresistente La AmB400 cl. 4 ou o isolado clinico AAB. O tratamento
com AmB foi iniciado ap0s quatro semanas de infec¢do, no qual os animais
infectados com a cepa M2269, a linhagem resistente ou o isolado foram tratados
com 1, 5 ou 10 mg/kg/dia de AmB, além de um grupo infectado controle, néo
tratado com AmB (Figura 10).

Foi observado que os grupos de animais tratados com as dosagens
de 5 e 10 mg/kg/dia de AmB apresentaram diminui¢cdo notamanho da leséo a
partir da 1° semana de tratamento dos animais infectados com a cepa M2269,
além da diminuicao da lesdo do grupo tratado com 1 mg/kg/dia a partir da 2°
semanade tratamento (Figura 10A). Ao final do tratamento, houve uma reducao
no tamanho da leséo dos grupos dos animais tratados com 1, 5 e 10 mg/kg/dia
de AmB de 55, 80 e 85% respectivamente (Figura 10B).

Por outro lado, a linhagem resistente La AmB400 e o isolado clinico
AAB, nao apresentaram reducao no tamanho da lesdo em nenhum dos grupos
tratados, apés quatro semanas de tratamento (Figura 10D, E, G e H). Esses
dados demonstraram que tanto a linhagemresistente a AmB, quanto o isolado
AAB j& exposto ao farmaco naclinica, ndo responderam ao tratamento in vivo a
AmB. O que nos chamou atencao, foi que o isolado clinico AAB apresentou um
crescimento de lesdo exacerbado, totalmente refratario a AmB, atingindo um

crescimento de lesdo proximo a 20 mm no grupo néo tratado e nos grupos
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tratados ao final das 8 semanas de experimento (Figura 10G e H). Ja os animais
infectados com a cepa M2269 ou a linhagem resistente La AmB400
apresentaram tamanho médio de lesdo nos grupos néo tratados de cerca de 1,5
a 2,5 mm (FiguralOA, B,D e E).

A quantificacdo dacarga parasitaria por qPCR indicou que osanimais
infectados com a cepa M2269 apresentaram reducéo significativa no nimero de
parasitos nas lesdes dos animais tratados com as dosagens de 1, 5 e 10
mg/kg/dia ao final do tratamento, quando comparados com o grupo de animais
nao tratados (Figura 10C). Foi possivel verificar ainda que a reducao da carga
parasitaria nas lesfes dos animais infectados e tratados foi dependente da
dosagem, ou seja, quanto maior a dosagem de AmB, maior a reducao da carga
parasitaria. Nos animais tratados com 1, 5 e 10 mg/kg/dia de AmB, houve uma
reducao de 60, 83 e 91% respectivamente na quantidade de parasitos por mg de
leséo (Figura 10C). Ja a dose efetiva que elimina 50% dos parasitos nas lesdes
(DEso), obtidos no ensaio de qPCR, foi calculada e corresponde a 0,6 mg/kg/dia
de AmB. Por outro lado, n&o houve diminui¢gdo na carga parasitaria em nenhum
dos grupos dos animaisinfectados com a linhagemresistente ou o isolado clinico
tratados com AmB (1, 5 ou 10 mg/kg/dia) (Figura 10F e I), corroborando com os
dados do tamanho das lesdes ao final do tratamento (Figura 10D, E, G e H).

Posteriormente, foi realizada ainda uma analise histopatologica das
lesbes dos animaisinfectadoscom cada umadas trés linhagens, tratados ou néo
com AmB. Para os animais infectados com a cepa M2269, houve reducao do
numero de macréfagos infectados e de amastigotas por macréfago das lesdes
dos animais tratados, correlacionando com a dosagem do farmaco e quando
comparado com os animais ndo tratados com o farmaco (Figura 11A-D). Como
esperado, para a linhagem resistente e o isolado clinico, ndo houve diminuicdo
de parasitos nos tecidos dos animais tratados, em comparacédo com as lesdes
dos animaisnaotratados (Figurall). Estes resultados corroboram com os dados
do tamanho da lesé@o e carga parasitaria ao final do tratamento (Figura 10).

Para avaliar os possiveis efeitos toxicos da AmB, os animais de cada
grupo tiveram sua massa corporea determinada antes e apés o tratamento de
20 dias com o farmaco (Figura 12). Conforme demonstrado na Figura 12, néo
houve diferenca significativa na massa corporea média dos grupos de animais

nao tratados e tratados com AmB. Foram realizados ainda testes bioquimicos
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para avaliar a funcéo renal (Creatinina) e a funcéo hepéatica (ALT e AST) dos
grupos tratados com o farmaco (Figura 13). De acordo com a Figura 13, foi
possivel observar que houve aumento significativo dos niveis séricos apenas da
ALT, nas dosagens de 5 e 10 mg/kg/dia de AmB, quando comparado como o
grupo de animais nao infectados com o parasito. Os dados dos animais nao
infectados correspondem aos valores de referéncia previamente descritos
(Suckow et al., 2001, Fernandeset al. 2018). Além do aumento dos niveis de
ALT, foi observado também que a partir do terceiro dia de tratamento, nosgrupos
tratados com as concentracfes de 5 e 10 mg/kg/dia, que 0s animais comecaram
apresentarar o pélo ericado, sinal associado a dor e desconforto e que pode estar

relacionado a toxicidade do farmaco (Neves, 2013).
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Figura 10. Tratamento com AmB em camundongos BALB/cinfectados com L. (L.) amazonensis. Os camundongos foram infectados
com promastigotas em fase estacionaria de crescimento da cepa selvagem M2269 (A, B e C), da linhagemresistente La AmB400
(D, Ee F) e doisolado clinico AAB (G, H e I). Evolucdo da leséo dos animais ao longo das semanas (A, D e G). O tratamento iniciou
na 42 semana pos-infeccdo,com dosagens de 1, 5 e 10 mg/kg/dia de AmB via intraperitonial,durante 20 dias. Média e desvio padréo
dotamanhoda lesédo dos grupos ao final dotratamento (B, E e H). Quantificacdo dacarga parasitaria por gPCR ao final do tratamento
(C, F e l). A andlise estatistica foi realizada usando “One-Way ANOVA” com o pOs-teste de Tukey e os resultados estatisticos sdo

apresentados para os grupos tratados com AmB em comparagdo com o grupo controle (Infectados néo tratados) (* p < 0,05; * p <
0,01 e **** p <0,0001).



Controle 1 mg/kg/dia 5 mg/kg/dia
; G BT R R ¥

La AmB400 ou o isolado clinico AAB de L. (L.) amazonensis. Imagens representativas do tecido das les6es dos animais nao
tratados ou tratados com 1, 5 ou 10 mg/kg/dia de AmB, infectados com a cepa M2269 (A, B, C e D respectivamente), a linhagem
resistente (E, F, G e H respectivamente) ou o isolado clinico (I, J, K e L respectivamente). Barra: 10 ym.
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Figura 12. Massa corporal média em gramas (g) dos grupos de animais nao
tratados (controle) e tratados, pré e pés-tratamento com AmB. Na Figura estao
representados a média e o desvio padrao de 15 animais infectados com L. (L.)
amazonensis. A analise estatistica foi realizada usando “One-Way ANOVA” com
0 pés-teste de Tukey e os resultados ndo foram considerados estatisticamente

significante entre os grupos.
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Figura 13. Parametros bioquimicos de camundongos BALB/c néo infectados,
infectados com a cepa M2269 e tratados com AmB (1, 5 ou 10 mg/kg/dia) durante
20 dias. Niveis séricos de ALT (A), AST (B) e creatinina (C) para cada um dos
grupos de camundongos (ndo infectados, infectados [controle] e infectados e
tratados com AmB). Nafigura estdo representados os valores médios e o desvio
padrao de 3 animais por grupo. A andlise estatistica foi realizada usando “One-
Way ANOVA” com o pés-teste de Tukey e os resultados estatisticos sao
apresentados para 0s grupos tratados com AmB em comparagao com 0 grupo
nado infectado (* p < 0,05 e ** p < 0,01).
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5.9 Avaliacdo da suscetibilidade in vitro da cepa M2269, da linhagem
resistente a AmB e do isolado clinico AAB aos demais farmacos
utilizados na quimioterapia das leishmanioses

ApOs o0s experimentos in vivo, utilizando animais infectados com a
cepaM2269, a linhagemresistente La AmB400 ou isolado clinico AAB e tratados
com AmB, foi avaliada a suscetibilidade in vitro destas linhagens, com o intuito
de identificar a possivel resisténcia cruzada aos demais farmacos utilizados na
guimioterapia das leishmanioses.

Para o farmaco utilizado como primeira linha no tratamento da
leishmaniose no Brasil, foi possivel observar que na forma promastigota, os
valores de CEso foram de 34,23 + 3,03 uM, 36,17 + 4,70 uM e 7,56 + 2,25 uM de
Sblll para a cepa M2269, o isolado clinico AAB e a linhagem resistente La
AmB400 respectivamente. Como visto, a cepa e o isolado clinico tiveram uma
resposta similar ao farmaco, ja a linhagem resistente foi cinco vezes mais
suscetivel ao Sblll quando comparada com a cepa M2269 (Tabela 7). Na forma
amastigota, foi possivel observar que o isolado AAB apresentou um CEsode pelo
menos duas vezes maior ao valor de CEso da cepa M2269, enquanto que a
linhagem resistente foi aproximadamente 2,6 vezes mais sensivel ao SbV,
gquando comparada com a cepa M2269 (Tabela 7).

Para PEN, foi possivel observar que tanto na forma promastigota
guanto na forma amastigota intracelular, ndo houve diferenca significativa nos
valores de CEso entre a cepa M2269, o isolado clinico AAB e a linhagem
resistente (Tabela 7).

Para MF, foi possivel observar que na forma promastigota, os valores
de CEso foram de 17,55 + 1,41 uM, 23,96 + 0,15 uM e 44,32 + 2,12 uM de MF
para a cepa M2269, o isolado clinico AAB e a linhagem resistente La AmB400
respectivamente. Foi verificado que a cepa e o isolado clinico tiveram valores
similares de CEso, enquanto que a linhagemresistente & AmB apresentou um
valor de CEso de 2,6 vezes maior que o valor de CEso da cepa M2269 (Tabela
7). Na forma amastigota, foi possivel observar que tanto o isolado clinico, como
a linhagem resistente foram menos suscetiveis a MF, cujos valores de CEso
foram cerca de cinco e quatro vezes o valor de CEso da cepa M2269

respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 7. Suscetibilidade in vitro nas formas promastigota e amastigota

intracelulares da cepa M2269, da linhagem resistente La AmB400 e do isolado

clinico AAB aos farmacos utilizados na quimioterapia das leishmanioses.
i Promastigota
Farmacos

M2269 AAB

Amastigota

La AmB400 M2269 AAB
AmB1! 29,2 +4,46 57,25 +4,38

La AmB400
124,73 + 3,78 5,88 +0,78 20,88 +2,34 24,09 + 5,35
Shlll 2 34,23 +3,03 36,17 £ 4,70 7,56 + 2,25
ShV 2 -

- - 511,23 + 11,35 >1,000 194,3 + 14,31
PEN 2 2,68 £0,44 1,42 +£0,39 2,83 £0,83 0,19 £0,05 0,27 £ 0,07 0,13 £ 0,05
MF 2 17,55 + 1,41 23,96 + 0,15 44,32 £ 2,12 2,04 +0,23 9,16 + 0,92 7,5+ 0,92
Médiado valor de CEsp + desvio padrao de trés experimentos independentes realizados por cepa, linhagemresistente
ouisolado clinico;
*Concentragdo em nM;

* Concentragdo em pM;
(-) Dado né&o determinado.
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6. DISCUSSAO

Em consequéncia dos problemas relatados no tratamento da
leishmaniose no Brasil, foi investigado neste estudo a suscetibilidade in vitro da
MF e da AmB em 11 cepas de Leishmania spp., representantes das 8 espécies
endémicas responsaveis pela leishmaniose no Brasil, além de um painel de 14
isolados de pacientes com LT, obtidos de um centro de referéncia para
tratamento de leishmaniose. Estes isolados ja haviam sido previamente tipados
pelo nosso grupo, através do PCR-RFLP do gene hsp70 conforme previamente
descrito (Montalvoet al. 2012, Espada et al. 2018) e do sequenciamento do ITS,
sendo 6 isolados tipados como L. (L.) amazonensis, 7 isolados tipados como L.
(V.) braziliensis e um isolado tipado como L. (V.) guyanensis (Coser et al. 2020).
Os dados prévios de tipagem dos isolados corroboram a predominancia destas
espécies noscasos de LT noBrasil,umavez que a maioria dos casos notificados
no Brasil sdo causados principalmente por L. (V.) braziliensis, seguido por L. (L.)
amazonensis e L. (V.) guyanensis (Ministério da Saude, 2017). Além destas
espécies, avaliamos neste estudo, a suscetibilidade in vitro desses farmacos
contra outras 4 espécies de importancia epidemiolégica e causadorasda LT no
Brasil. Dentre estas espécies incluem L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.)
lindenbergi e L. (V.) lainsoni, espécies ja associadas a casos de LT no Brasil
(Silveira et al. 2002, Tojal da Silva et al. 2006, Fagundes-Silva et al. 2015,
Cantanhéde etal. 2019, de Almeida et al. 2021).

Inicialmente, foi avaliada a suscetibilidade in vitro da MF e AmB nas
formas promastigotas e amastigotas intracelulares do parasito. Para ensaios de
suscetibilidade na forma amastigota, foi determinada a taxa de infeccéo dos
isolados e cepas em macrofagos derivados de medula 6ssea, bem como a
citotoxicidade dos respectivos farmacos. Os ensaios de citotoxicidade
demostraram que a MF teve um valorde CCsode 49,52 + 2,93 uM, corroborando
dado ja descrito na literatura por Espada et al. (2017) (CCsode 46,5 = 3,9 uM).
Ja para AmB, foi obtido um valor de CCso de 127,36 + 0,94 nM. Em seguida, foi
determinada a taxa de infecgcdo em macréfagos derivados de medula éssea dos
14 isolados clinicos e das 11 cepas de Leishmania spp. na auséncia dos

farmacos. A taxa de infecgdo variou de 18% a 98% para isolados clinicosde L.
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(L.) amazonensis e as cepas M2269, PH8 e LV79 e de 50% a 97% para 0s
isolados de L. (V.) braziliensis e as cepas M2903 e H3227. Para L. (V.)
guyanensis, a taxa de infeccéo do isolado clinico ER192 e da cepa M4147 foi de
75,5% e 90,5% respectivamente. Para as demais cepas de Leishmania spp., a
taxa de infeccdo variou de 46% a 70%. Para L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, ja foi reportado na literatura uma variacdo de infectividade de
macréfagos derivados de medula 6ssea de 20% a 99% (Zauli-Nascimento etal.
2010, Espada et al. 2017). Dados semelhantes foram observados por Coser et
al. (2020), que utilizou os mesmos isolados e a grande maioria das cepas
utilizadas neste estudo, para avaliar a suscetibilidade in vitro a paromomicina.
Apos obter os dados de citotoxicidade e porcentagem de infeccédo dos
isolados clinicos e das cepas de Leishmania spp., foi determinada a atividade in
vitro da MF nas formas promastigota e amastigotas dos isolados e cepas do
parasito. Para este farmaco, os valores de CEso apresentaram uma moderada
variagdo. Para L. (L.) amazonensis, os valores de CEsovariaram de 14,17 a 38,66
UM nas formas promastigotas, enquanto que nas formas amastigotas variam de
1,08 a 9,16 pM. Para L. (V.) braziliensis, os valores de CEsovariaram 14,22 a
5267 yM e 140 a 9,60 pM, nas formas promastigotas e amastigotas
respectivamente. Ainda para L. (V.) guyanensis, os valores de CEso foram de
25,75 a 40,41 uM para promastigotas e 4,46 a 5,79 yM em amastigotas. Dados
similares de suscetibilidade in vitro & MF foram observados em isolados e cepas
de L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis, em ambas as
formas do parasito (Coelho et al. 2014, Espada et al. 2017, Yardley et al. 2005,
Espada et al. 2019). Nas demais cepas utilizadas de Leishmania spp. [L. (V.)
shawi; L. (V.) naiffi; L. (V.) lindenbergi; L. (V.) lainsoni e L. (L.) infantum], os
valores de CEsovariaram de 11,43 a 33,05 uM de MF nas formas promastigotas
e nas formas amastigotas variaram de 1,19 a 1,91 pM. Dentre as espécies
avaliadas, a mais suscetivel na forma promastigota a MF foi L. (V.) lainsoni
(M6426) e a menos sucetivel foi L. (V.) braziliensis (M2903), enquanto que nas
formas amastigotas do parasito, a mais susceivel foi L. (V.) lindenbergi (M15732)
e a menos suscetivel foi a cepa M2903 de L. (V.) braziliensis. No caso de
isolados clinicos do Peru, uma maior variacdo de suscetibilidade a MF foi
observada em amastigotas de L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis, cujos

valores variaram de 4,65 a > 73,5 uM (Yardley et al. 2005). Em um estudo
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realizado na Bolivia, foi avaliada a atividade da MF em isolados das seguintes
espécies: L. (V.) braziliensis, L. (L) mexicana e L. (V.) lainsoni. Os dados obtidos
demonstraram uma variacao de 6,88 a 44,1 uM nasformas promastigotas e 20,2
a 57,03 uM nas formas amastigotas, sendo L. (L.) mexicana a mais suscetivel,
seguidapor L. (V.) lainsoni e L. (V.) braziliensis ao farmaco MF (Bilbao-Ramos
et al. 2017).

Além disso, foi também determinado a atividade in vitro da AmB nas
formas promastigota e amastigota dos isolados clinicos e cepas de Leishmania
spp. Para a forma promastigota, os valores de CEsoda AmB dos isolados e cepas
de L. (L.) amazonensis variaram de 18,88 a 57,25 nM e naforma amastigota, 0s
valores variaram de 1,94 a 21,63 nM. Para L. (V.) braziliensis, os valores de CEso
variaram de 16,72 a 25,26 nMe 1,69 a 15,67 nMem promastigotas e amastigotas
respectivamente. Em um estudo realizado por Zauli-Nascimento et al. 2010, foi
avaliada a atividade da AmB na forma promastigota de 13 isolados de L. (L.)
amazonensise L. (V.) braziliensis. Os dados demonstraram que estes isolados
foram uniformemente suscetiveis in vitro a AmB, variando de 59,4 a 89,64 nM e
49,68 a 99,36 nM, para L. (L) amazonensis e L. (V.) braziliensis
respectivamente, embora os valores de CEso tenham sido maiores do que
aqueles encontrados para os isolados destas espécies avaliados neste estudo.
Dados similares foram reportados na literatura na forma promastigota de um
pequeno numero de isolados de L. (V.) braziliensis (27,5 a 50,9 nM) (Espada et
al. 2019). Aindapara L. (V.) guyanensis, os valores de CEso foram de 16,65 a
33,01 nM para promastigotas e 4,81 a 22,71 nM em amastigotas. O isolado
ER192 tipado como L. (V.) guyanensis apresentou um valor de CEsomaior que
a cepa M4147 e isso correlaciona a baixa suscetibilidade do isolado a AmB, cujo
valor de CEsofoi cinco vezes maior que o CEso da cepa M4147. Nas demais
cepas utilizadas de Leishmania spp. [L. (V.) shawi; L. (V.) naiffi; L. (V.)
lindenbergi; L. (V.) lainsoni e L. (L.) infantum], os valores de CEso variaram de
12,89 a 62,36 nM de AmB na forma promastigota, enquanto que na forma
amastigota, os valores variaram de 4,04 a 18,8 nM. Dentre as espécies
avaliadas, a mais suscetivel a AmB foi L. (V.) lindenbergi (M15732) em ambas
as formas do parasito, jA a menos suscetivel na forma promastigota foi L. (V.)
lainsoni (M6426) e na forma amastigota L. (L.) amazonenis (cepa PH8). A

atividade da AmB foi avaliada também em um estudo com isolados de pacientes
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da Bolivia das seguintes espécies: L. (V.) braziliensis, L. (L) mexicana e L. (V.)
lainsoni. Os dados obtidos demonstraram uma variacéo de 5 a 7,02 nM naforma
promastigota e de 3,46 a 12,74 nM na forma amastigota, sendo L. (V.)
braziliensis a mais sensivel, seguida por L. (V.) lainsoni e L. (L.) mexicana
(Bilbao-Ramos et al. 2017).

Os ensaios de suscetibilidade in vitro da MF e da AmB demonstraram
ainda que ambos os farmacos apresentaram maior atividade na forma
amastigota quando comparados com a forma promastigota do parasito,
corroborando uma série de estudos ja descrito na literatura (Zauli-Nascimento et
al. 2010, Mesquita et al. 2014, Espada et al. 2013, Ribeiro-Diasetal. 2017). Além
disso, os dados descritos na literatura, juntamente aqueles descritos neste
estudo, indicam a existéncia variacfes intra e interespécies do parasito e que
podem eventualmente afetar a resposta ao tratamento para ambos os farmacos.
E importante ressaltar que esses isolados nuncaforam expostos & MF ou & AmB,
indicando que a suscetibilidade a esses farmacos € intrinseca a esses isolados,
com excecdo do isolado clinico AAB que ja havia sido exposto a AmB durante o
tratamento do paciente (Corréa Soares et al. 2020). A correlacdo entre a falha
OuU a resposta ao tratamento com esses farmacos e a suscetibilidade in vitro
ainda é incerta, com algumas evidéncias sugerindo a selecdo de parasitos
resistentes apos a exposicdo a MF (Bhandari et al. 2012, Cojean et al. 2012,
Obonaga et al. 2014). Neste cenério, a recente aprovacdo da MF para o
tratamento da LT no Brasil, pode favorecer a selecdo de parasitos resistentes
em pacientes tratados com este farmaco. O monitoramento da suscetibilidade in
vitro a MF de isolados provenientes de pacientes que nao respoderam ao
tratamento sera essencial para validar esta hipotese.

Em relacdo a AmB, ainda ndo havia estudos descritos na literatura
correlacionando afalhaterapéutica e a baixa suscetibilidade in vitro de isolados
clinicos, que pode ser explicado em parte pela alta eficAcia da AmB no
tratamento da LT, cujos taxas variam de 88 a 97% (Solomon et al. 2007, Rocio
etal. 2014). O isolado clinico AAB, tipado como L. (L.) amazonensis, apresentou
baixa suscetibilidade in vitro a AmB e a MF em ambas as formas do parasito,
guando comparado com a cepa de L. (L.) amazonensis M2269. Conforme
mencionado previamente, este isolado, diferentemente dos demais isolados

utilizados neste estudo, foi obtido apds o tratamento do paciente, além de se
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tratar de um quadro de LCD e coinfeccéo pelo virus HIV (Corréa Soares et al.
2020). O pacienteinfectado com este isolado passou por um curso de tratamento
inicial de 4 mg/kg de AmB-L durante 10 dias e uso profilatico de 10 mg/kg de
ShV por 2 meses (Corréa Soares et al. 2020). N&do houveresposta ao tratamento
inicial, e 0 paciente passou para 0 segundo curso de tratamento com uma
combinagao de 4 mg/kg de AmB-L e 4 mg/kg de PEN por 10 dias. Devido a
ausénciade resposta, 0 paciente passou para um terceiro curso de tratamento,
apenas com PEN na dosagem de 4 mg/kg, respondendo neste curso ao
tratamento (Corréa Soares et al. 2020). Nos ensaios de suscetibilidade in vitro
na forma amastigota, o isolado clinico AAB foi menos suscetivel a AmB, cujo
valor de CEso foi de cerca de quatro vezes maior quando comparado com a cepa
M2269. Estes dados sugerem que a baixa suscetibilidade a AmB pode ser
explicada pela exposicéo prévia ao farmaco, durante o tratamento do paciente
que nédo respondeu a0 mesmo, sugerindo uma possivel resisténcia adquirida
durante o tratamento do paciente ou ainda uma resisténcia intrinseca deste
isolado, ndo diretamente associada ao tratamento clinico. Para a confirmacgao
destes achados, seria necessario, neste caso, avaliar a suscetibilidade in vitro
deste isolado a AmB antes do tratamento do paciente, no entanto, esta analise
ndo seria possivel de ser feita, pois como dito anteriormente, o parasito foi
isolado apenas apds a exposicao ao tratamento.

Considerando a baixa suscetibilidade in vitro a AmB do isolado AAB,
foi investigada a eficacia in vivo deste farmaco em modelo de camundongo
BALB/c. Considerando uma possivel falha no tratamento com AmB dos animais
infectados com o isolado AAB, foi gerada uma linhagem resistente a AmB (La
AmB400), a partir da cepa M2269, para comparar a eficaciada AmB in vivo. Para
0s animais infectados com a cepa M2269, ao final do tratamento com AmB,
houve uma reducéo significativa no tamanho da leséo e na da carga parasitaria
dos animais tratados com 1, 5 e 10 mg/kg/dia de AmB em comparacdo com o
grupo controle nédo tratado. Os dados demonstraram que a AmB atuou de forma
dose dependente, ou seja, a atividade antiparasitaria do farmaco aumenta
conforme o aumento da dosagem. O tratamento com 10 mg/kg/dia de AmB
diminuiu em cerca de 10 vezes a carga parasitaria por mg de lesdo quando
comparado com o grupo controle, embora aindatenha parasitos nas lesdes dos

animais tratados com esta dosagem. Em estudo realizado por Reiméao et al.
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(2013), a eficaciada AmB foi avaliada in vivo em camundongos infectados com
a cepa M2269 nas dosagens de 1,2, 2 e 4 mg/kg/dia por 20 dias. De maneira
similar, os camundongos tratados apresentaram reducdes nos tamanhos das
lesdes e na carga parasitaria de maneira dose dependente (Reimao et al. 2013).
Neste estudo, a quantificacdo da carga parasitaria foi realizada através de
bioluminescéncia, gerada a partir linhagens recombinantes de L. (L.
amazonensis expressando o geneda luciferase, 0 que permitiu avaliar a eficacia
4 semanas apos o final do tratamento com AmB. Neste caso, 0s sinais clinicos
de todos os grupos pioraram (tamanho da leséo e carga parasitaria), indicando
gue nenhumesquemade tratamento utilizado foi completamente eficaz (Reimao
et al. 2013). Os resultados apresentados nesta dissertacdo demonstraram a
presenca de parasitos ao final do tratamento nos animais infectados e tratados,
mesmo na dosagem mais alta de AmB (10 mg/kg/dia), indicando que uma piora
dos sinais clinicos também deveria ser observada nesses animais. Reiméo et al.
(2013) ainda determinaram os valores de DEso utilizando diferentes
metodologias. Para o tamanho da leséo, quantificacdo de luciferase (in vivo e ex
vivo) e diluicdo limitante, os valores de DEso obtidos variaram de 1,19 a 2,86
mg/kg/dia, enquanto que neste trabalho, o valor de DEso foi de 0,6 mg/kg/dia
através da quantificacao de parasitos por mg de tecido feita por gPCR. Apesar
das técnicas serem distintas, os valores de DEso obtidos por Reiméo et al. (2013)
e aquele apresentado neste estudo foram similiares.

Os grupos de animais infectados com a linhagem resistente La
AmB400 ou isolado clinico AAB, tratados com AmB, nao apresentaram reducao
no tamanho da lesdo e na carga parasitaria, em nenhum dos grupos tratados
durante os 20 dias tratamento. Esses dados demonstraram quetanto a linhagem
resistente a AmB, quanto oisolado clinico AAB ja exposto ao farmaco naclinica,
ndo responderam ao tratamento in vivo a AmB. Ainda é incerto os possiveis
fatores que possam explicar a ndo resposta ao tratamento dos animais
infectados com ambas as linhagens. Diversos estudos jA demonstraram que a
resisttncia a AmB em Leishmania se da por mutacdes e/ou alteracdes
estruturais em genes associados a biossintese de ergosterol (Mbongo et al.
1998, Mwenechanyaetal. 2017, Bansal et al. 2019, Ning et al. 2020, Morelle et
al. 2021), o principal esterol de membrana de tripanossomatideos (Goad et al.
1984, Urbina 1997). Em um estudo realizado por Mbongo et al. (1998) por
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exemplo, foi selecionada uma linhagem resistente in vitro a AmB na forma
promastigota de L. (L.) donovani. Foi observado que a resisténcia ao farmaco
esta associada a alterac6es na composicao lipidica de membrana. No caso da
linhagem resistente, os acidos graxos saturados foram prevalentes, e o principal
esterol foi um precursor do ergosterol, o colesta-5, 7, 24-trien-3b-ol e ndo o
ergosterol como na cepa selvagem suscetivel a AmB. Neste estudo, também foi
demonstrado que a resisténcia a AmB ocasiona mudancas na fluidez da
membrana, consequentemente afetando a afinidade da AmB com a membrana
plasmatica do parasito (Mbongo et al. 1998). Em L. (L.) mexicana, foi
demonstrado que mutagdes nogene que codificaa enzimaesterol 14-demetilase
estdo associadas ao fenétipo de resisténciaa AmB (Mwenechanyaetal. 2017).

Nos experimentos in vivo, investigamos ainda a possibilidade de
encontrar sinais de toxicidade ao tratamento com AmB. Foi avaliado,
primeiramente, se houve diferenca significativa na massa corporea dos animais,
antes e apo6s o tratamento com AmB e 0s dados demonstraram que as dosagens
utilizadas néo afetaram a massa corpoérea destes grupos. Avaliamos também os
niveis séricos das enzimas hepaticas AST e ALT, além de creatinina em animais
nao infectados, infectados e tratados ou ndo com as dosagens de 1, 5 e 10
mg/kg/dia de AmB. Foi encontrada alteracao significativa nos niveis de ALT nos
animaistratados com as dosagensde 5 e 10 mg/kg/dia, indicando que ofarmaco
pode estar causando dano hepatico nesses animais. Além da alteracdo nos
niveis de ALT, foi também observado nos grupos tratados com 5 e 10 mg/kg/dia
de AmB que a partir do terceiro dia de tratamento, os animais apresentaram pélo
ericado. Em um estudo realizado por Morelle et al. (2021), foi comparada a
atividade in vivo da AmB convencional e trés de seus derivados (AmBisome,
AmB amino-ureiae AmB metil-ureia) em animaisinfectados com L. (L.) donovani.
O estudo demonstrou que tanto a AmB, como seus derivados n&o apresentaram
toxicidade renal. No entanto, a AmB amino-ureia has concentracdes de 4 e 8
mg/kg exibiu toxicidade hepatica, com aumento dos niveis séricos da enzima
ALT (Morelle et al. 2021).

Recentemente, foi avaliada a eficacia de duas formulacbes
lipossomais de AmB (Fungisome e AmBisome) em animais infectados com L.
(L.) major e tratados com dosagens intravenosas de 5, 10 ou 15 mg/kg/dia

durante 10 dias. A dosagem de 15 mg/kg/dia de Fungisome mostrou-se toxica,
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levando ao 6bito dos animais tratados com esta dosagem. Foi observada a
reducdo da carga parasitaria dos animais tratados com 5 e 10 mg/kg/dia de
Fungisome, ndo havendo diferencas significativa da carga parasitaria quando
comparadas com as mesmas dosagens de AmBisome. Contudo, 0os animais
tratados com 15 mg/kg/dia de AmBisome, permaneceram vivos, demonstrando
que a AmBisome é menos tdéxica que a Fungisome (Wijnantet al. 2018). Sabe-
se queambas as formulacdes lipossomais sdo menos toxicas e melhortoleradas
do que a AmB convencional (desoxicolato de AmB) (Tonin et al. 2017).

ApoOs avaliar a atividade in vivo da AmB contra a cepa M2269 de L.
(L.) amazonensis, a linhagem resistente La AmB400 e o isolado clinico AAB, foi
averiguada a possibilidade de resisténcia cruzada aos demais farmacos
utilizados no tratamento da LT no Brasil. Na forma amastigota, o isolado clinico
AAB, naturalmente resistente & AmB, mostrou-se menos suscetivel & MF e ao
SbV quando comparado com a cepa M2269. No caso da MF, o valor de CEso foi
5 vezes maior que o valor de CEso da cepa M2269. Portanto, apesar de nunca
ter sido exposto ao farmaco, o isolado AAB apresentou resisténcia a MF.
Resultados similares foram descritos por Coelho et al. (2014) que determinaram
a suscetibilidade in vitro a MF de um isolado de paciente com LCD. Uma baixa
suscetibilidade & MF em ambas as formas do parasito foi observada, quando
comparada com a cepa M2269. No entanto, os resultados de suscetibilidade in
vitro ndo foram diretamente correlacionados com os achados in vivo (Coelho et
al. 2014). Neste caso, a MF foi eficaz no tratamento de camundongos infectados
tanto com a cepa de L. (L.) amazonensis M2269, quanto com o isolado clinico
(Coelhoetal. 2014). Os animais apenasforam refratarios ao tratamento com MF
guando infectados com uma linhagemresistente selecionadain vitro, derivada
da cepaM2269 e que continhaumamutacéo no gene que codificao MT (Coelho
etal. 2014). Com base nessesdados, seria interessante avaliar a eficaciain vivo
da MF em camundongos infectados com o isolado AAB.

Interessantemente, a linhagem resistente selecionada in vitro a AmB
(La AmB400), de maneira similar ao isolado AAB, mostrou-se resistente a MF,
cujo valor de CEso foi 4 vezes maior que o valor de CEso da cepa M2269.
Resultados similares foram descritos na literatura por Fernandez-Prada et al.
(2016) que demonstraram que uma linhagem resistente a AmB de L. (L.

infantum selecionada in vitro, apresentava resisténcia cruzada a MF. Foi
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observada a presenca de mutacdes no gene do MT nesta linhagem resistente,
que contribuiram com mudancas importantes em varios tipos de lipidios de
membrana (Fernandez-Prada et al. 2016). Os principais lipidios alterados foram
fosfolipidios, alguns dos quais enriquecidos, como acidos graxos
ciclopropanados e inositol fosfatoceramidas (Fernandez-Prada et al. 2016).
Finalmente, osresultados obtidos fornecemdados sobre as limitacbes
do usoda AmB e da MF na clinicapara o tratamento da LT no Brasil. Além disso,
0 monitoramento da suscetibilidade de isolados clinicos a esses farmacos, pode
ser util para a deteccdo de parasitos resistentes em areas endémicas,
fornecendo subsidios para estudos de associacdo de farmacos ou ainda para a

investigacao de alternativas para a quimioterapia das leishmanioses.
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7. CONCLUSAO

Por meio do estudo da avaliagéo da atividade da MF (in vitro) e da AmB
(in vitro e in vivo) em isolados clinicos e cepas das espécies causadoras da LT

no Brasil, concluiu-se que:

= Os ensaios in vitro de suscetibilidade a AmB e a MF nas formas
promastigotas e amastigotas dos isolados clinicos e cepas de
Leishmania spp. indicaram uma moderada variacdo de
suscetibilidade a esses farmacos.

= Para ambos os farmacos (MF e AmB), 0s ensaios in vitro contra
a forma amastigota intracelular demonstraram ser mais ativos do
gue naforma promastigota.

= A linhagemresistente a AmB gerada in vitro a partir da cepa
M2269 de L. (L.) amazonensis apresentou um valor de CEsode
pelo menos quatro vezes maior que o valor de CEsoda cepa
M2269 em ambas as formas do parasito.

= A AmB apresentou atividade in vivo contra L. (L.) amazonensis
de forma dose dependente para a cepa M2269. A dosagem mais
alta (10 mg/kg/dia) foi a que apresentou maior atividade
antiparasitaria, mas a mesma nédo foi capaz de eliminar
completamente os parasitos da lesao.

= Os animaisinfectados com o isolado clinico AAB ou a linhagem
resistente La AmB400 n&o apresentaram reducao significativano
tamanho da lesdo e nem na carga parasitaria em nenhum dos
grupos tratados com AmB (1, 5 ou 10 mg/kg/dia).

= O isolado clinico AAB e a linhagem resistente La AmB400

apresentaram resisténcia cruzada a MF in vitro.
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