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RESUMO

A leishmaniose é causada por protozoarios do género Leishmania e
pertence ao grupo de doencas negligenciadas prevalentes em paises em
desenvolvimento. Os tratamentos disponiveis para esta doenga apresentam
varias limitacbes, 0 que tém direcionado esforcos para a busca de novas
drogas ou novas combinagdes terapéuticas visando a efetividade e redugao de
custo, resisténcia do parasito e toxicidade dos tratamentos frequentemente
usados. Assim, o principal objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos in vitro do
cetoconazol, um antifungico oral com potencial anti-Leishmania, isoladamente
ou em associagdo com o antimonial, medicamento de primeira escolha para o
tratamento de leishmanioses. Para a determinac&o in vifro da natureza da
associacao entre cetoconazol e antimonial sobre formas amastigota de
Leishmania (Leishmania) amazonensis, foi utiliza o método do isobolograma de
taxa fixa e as seguintes analises foram realizadas: (1) avaliacdo da
citotoxicidade do cetoconazol e antimonial isoladamente ou em combinacao
sobre formas amastigota do parasito bem como em macréfagos murinos da
linhagem RAW264.7, pela medida da atividade de desidrogenases
mitocondriais; (2) avaliacao do efeito do cetoconazol e antimonial isoladamente
ou em combinacao sobre a infectividade de formas amastigota do parasito em
macréfagos murinos RAW264.7. Os resultados obtidos sugeriram que a
combinagdo cetoconazol-antimonial parece ter uma natureza aditiva. Para o
estudo de um provavel mecanismo de agdo para o cetoconazol em formas
promastigota de L. (L.) amazonensis, foram avaliados os efeitos da droga
sobre: (1) a proliferacdo do promastigota; (2) a morfologia e ultraestrutura
parasitaria; (3) o dano mitocondrial; (4) o desenvolvimento de vacuolos
autofagicos; (5) a morte celular; e (6) o ciclo celular. Concluiu-se que o modo
de acdo do cetoconazol sobre formas promastigota de L. (L.) amazonensis
parece ser citostatico e n&o-citotoxico, ja que a droga n&o apresentou efeito
sobre o potencial de membrana mitocondrial do parasito, ndo induziu morte
celular (necrose, apoptose ou autofagia) e foi capaz de causar uma parada nas
fases GO-G1 do ciclo celular.

Palavras-chave:  Antimonial; Cetoconazol; Isobolograma; Leishmania

(Leishmania amazonensis)



ABSTRACT

Leishmaniasis is caused by protozoa of the Leishmania genus and
belongs to the group of neglected diseases prevalent in developing countries.
The available treatments for this disease present several limitations, which have
directed efforts to search for new drugs or new therapeutic combinations aimed
at the effectiveness and reduction of cost, parasite resistance and toxicity of the
currently used treatments. Thus, the main objective of this study was to
evaluate the in vitro effects of ketoconazole, an oral anti-fungal with
antileishmanial potential, alone or in combination with antimony, the first choice
drug for the leishmaniasis treatment. In order to determine the in vitro nature of
the association between ketoconazole and antimony on Leishmania
(Leishmania) amazonensis amastigote, the fixed-rate isobologram method was
used and the following analyzes were performed: (1) evaluation of cytotoxicity
of ketoconazole and antimony alone or in combination on amastigote form as
well as in murine macrophages cell line RAW264.7, by measuring mitochondrial
dehydrogenases activity; (2) evaluation of the effect of ketoconazole and
antimonial alone or in combination on the infectivity of amastigote forms in
murine macrophages RAW264.7. The results suggested that the nature of
ketoconazole-antimony combination appears to be additive.For the study of a
probable mechanism of action for ketoconazole against L. (L.) amazonensis
promastigotes, the drug effects were evaluated on: (1) promastigote
proliferation; (2) parasitic morphology and ultrastructure; (3) mitochondrial
damage; (4) the development of autophagic vacuoles; (5) the cell death; and (6)
the cell cycle. The study concluded that the mode of action of the ketoconazole
on L. (L.) amazonensis promastigote forms appears to be cytostatic and non-
cytotoxic, since the drug had no effect on the mitochondrial membrane potential
of the parasite, did not induce cell death (necrosis, apoptosis or autophagy) and
was able to cause an arrest in the GO-G1 phases of the cell cycle.

Keywords: Antimoyl; Ketoconazole; Isobolgram; Leishmania (Leishmania

amazonensis)
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Apresentacao



A leishmaniose é um grupo de doencas negligenciadas prevalentes em
paises em desenvolvimento e é causada por protozoarios do género
Leishmania. Os tratamentos disponiveis para esta doenca apresentam
algumas limitacbes como: elevada toxicidade com significativos efeitos
colaterais, alto custo e podem induzir resisténcia no parasito. Além disso, a
terapia nem sempre € eficiente e ha necessidade de hospitalizagdo para
administracdo das drogas. Nesse sentido, muitos grupos de pesquisa tém
direcionado seus esfor¢os na busca de novas drogas, novas indicagdes para
drogas ja conhecidas (reposicionamento de drogas) ou novas combinagdes
terapéuticas, que possam ser utilizadas na quimioterapia dessa doeng¢a, com
énfase em formulagbes efetivas, mais baratas e que apresentem menor
toxicidade quando comparadas ao tratamento frequentemente usado. Assim, o
principal objetivo do nosso estudo foi avaliar os efeitos in vifro do cetoconazol,
um antifungico oral com potencial anti-Leishmania, isoladamente ou em
associacdo com o antimonial, medicamento de primeira escolha para o
tratamento de leishmanioses.

A apresentacéo da tese foi dividida em capitulos, conforme as normas
do Programa de Pés-Graduagédo em Genética e Bioquimica (PPGGB), Instituto
de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia
(INGEB/UFU). No capitulo 1, esta apresentada uma revisdo bibliogréfica do
assunto incluindo tépicos referentes as doencgas tropicais negligenciadas,
conceito de leishmaniose, epidemiologia da doenca, agente etiologico e vetor,
forma de transmissdo, manifestagdes clinicas, tratamentos disponiveis para
leishmaniose tegumentar e novas abordagens terapéuticas.

O capitulo 2 apresenta a metodologia utilizada, os resultados obtidos e a
discusséo sobre a natureza da associagdo in vitro de duas drogas - antimonial
e cetoconazol, sobre formas amastigota de Leishmania (Leishmania)
amazonensis, utilizando o método do isobolograma de taxa fixa. Esse capitulo
€ apresentado na forma de um artigo intitulado “/n vifro additive interaction
between ketoconazole and antimony against Leishmania (Leishmania)
amazonensis amastigotes” submetido a revista “PLOS One”. O artigo inclui
estudos in vitro, tais como: (1) avaliagdo da citotoxicidade do cetoconazol e
antimonial isoladamente ou em combinagdo sobre formas amastigota do

parasito bem como em macrofagos murinos da linhagem RAWZ264.7, pela



medida da atividade de desidrogenases mitocondriais; (2) avaliacao do efeito
do cetoconazol e antimonial isoladamente ou em combinacdo sobre a
infectividade de formas amastigota do parasito em macréfagos murinos
RAW264.7. O estudo possibilitou a determinacdo da natureza da interag&o
entre as drogas testadas.

Finalmente, o capitulo 3 apresenta a metodologia utilizada, os resultados
obtidos e a discuss&o sobre a proposicdo de um possivel mecanismo de agéo
do cetoconazol em formas promastigota de L. (L.) amazonensis por meio de
estudos in vitro. Esse capitulo € apresentado na forma de um artigo intitulado
“Cytostatic action in vifro of ketoconazole on Leishmania (Leishmania)
amazonensis promastigotes” submetido a revista “Acta Tropica’. Foram
avaliados os efeitos da droga sobre: (1) a proliferacdo do promastigota; (2) a
morfologia e ultraestrutura parasitaria; (3) o dano mitocondrial; (4) o
desenvolvimento de vacuolos autofagicos; (5) ensaio de morte celular; e (6)
ensaio sobre ciclo celular. Concluiu-se com esse estudo que o modo de agéo
do cetoconazol sobre formas promastigota de L. (L.) amazonensis parece ser
citostatico e ndo-citotoxico, ja que a droga ndo apresentou efeito sobre o
potencial de membrana mitocondrial do parasito e nao induziu morte celular
(necrose, apoptose ou autofagia) e foi capaz de causar uma parada nas fases
GO-G1 do ciclo celular.

A maioria dos experimentos foi realizada no Laboratério de Bioquimica e
Toxinas Animais (LaBiTox), do INGEB/UFU, o qual participa do Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia em nano-Biofarmacéutica (INCT N-Biofar).
Além disso, parcerias foram estabelecidas para a utilizacdo de outros

laboratérios da UFU, quando necessaria.



Capitulo 1

Fundamentacao tedrica



1. Doencas tropicais negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) compreendem um grupo
diverso de doencas transmissiveis que ocorrem em 149 paises, prevalecendo
em regides tropicais e subtropicais (WHO, 2016) com latitudes entre 35° n e
35° s, altitudes abaixo de 2.200 metros e temperaturas variando entre 15 e
40°C (LINDOSO; LINDOSO, 2009). As DTNs afetam principalmente as
populacdes que vivem na pobreza, sem saneamento adequado e em estreito
contato com vetores infecciosos e animais domésticos (OMS, 2012; WHO,
2016). Aproximadamente 1,2 bilhdes de pessoas no mundo todo que vivem em
absoluta pobreza, principalmente nas regiées da Africa, Asia e América Latina,
sao vulneraveis as DTNs, de modo que € aceito que DTNs e baixos indices de
desenvolvimento humano (IDH) estdo relacionados (LINDOSO; LINDOSO,
2009; OMS, 2012).

Diferentemente das principais doengas responsaveis por mortes, que
tém sido o foco de atengcdo e financiamento nos paises em desenvolvimento
nas ultimas décadas, as DTNs compreendem uma categoria especial de
doencas infecciosas que carecem de investimento em novas drogas e vacinas
e apresentam pouca eficacia nos seus programas de controle (LINDOSO;
LINDOSO, 2009; SARTERIALE et al., 2014; VIAS et al., 2016). De fato, entre
2000 a 2011, 850 novos produtos terapéuticos (novas entidades quimicas,
novas indicagdes, novas formulagdes, combinacbes de dose fixa e vacinas)
foram aprovados. Desse montante, apenas 4 % de todos 0s novos produtos e
apenas 1 % de todas as novas entidades quimicas aprovadas foram indicados
para doengas negligenciadas. Ainda, somente 1 % de todos os ensaios clinicos
existentes em dezembro de 2011 contemplou doencas negligenciadas
(PEDRIQUE et al.,, 2013). Para agravar a situagdo, as poucas drogas
disponiveis para o tratamento da leishmaniose apresentam problemas
relacionados a custo, seguranca, estabilidade, crescente emergéncia de
resisténcia, os quais limitam a sua utilizacdo (NWAKA et al., 2009).

As DTNs sdo causadas por uma variedade de patdégenos (tabela 1), tais
como: virus (dengue e raiva); bactérias (ulcera de Buruli, hanseniase, tracoma
e bouba); protozoarios (doenca de Chagas, tripanossomiase humana africana

e leishmanioses); e helmintos (teniase/(neuro) cisticercose, dracunculose,



equinococose, trematodiases de origem alimentar, filariose linfatica,
oncocerciase, esquistossomose e helmintiases transmitidas pelo solo) (WHO,
2015). Infecgdes por agentes causadores das DTNs podem levar a invalidez,
deformacgdes, prejuizo no crescimento infantil e no desenvolvimento cognitivo e
morte (MARTINS-MELO et al, 2016), com profundos impactos social,
econdémico e politico (LINDOSO; LINDOSO, 2009).

Tabela 1. Doencas tropicais negligenciadas definidas pela Organizagéo
Mundial de Saude, registradas no sistema de informagdo de mortalidade,
Brasil, 2000-2011.

Endémica no

Doenca Caodigo CID-10 Brasil®
Protozoa
Doenca de Chagas B57 Sim
Leishmaniose B55 Sim
Tripanossomiase humana africana (doen¢a do sono) B56 Nao
Helmintos
Esquistossomose B65 Sim
Helmintiases transmitidas pelo solo
Ascaridiase B77 Sim
Ancilostomose B76 Sim
Tricuriase B79 Sim
Oncocerciase B73 Sim
Cisticercose/Teniase B68-B69 Sim
Equinococose B67 Sim
Filariose B74 Sim
Dracunculose B72 N&o
Trematodiases de origem alimentar
Opistorquiase B66.0 N&o
Clonorquiase B66.1 N&o
Fascioliase B66,3 Nao
Paragonimiase B66.4 Nao
Bactéria
Hanseniase A30-B92 Sim
Tracoma A71 Sim
Ulcera de Buruli® A31.1 Desconhecida
Treponema endémica
Bouba® AB6 Desconhecida
Pinta“ A67 Desconhecida
Sifilis ndo-venérea AB5 Néo
Virus
Raiva A82 Sim
Dengue A90-A91 Sim

CID-10: Classificacdo internacional das doencas e problemas relacionados a saude, 10°
revisdo. ° Presenca de areas endémicas (regides, estados ou municipios). ® Casos autéctones
reportados, mas a endemicidade ndo é determinada. © O Brasil ja foi endémico para Bouba,
mas a situacdo atual é desconhecida. 4 casos relatados no passado, mas nenhum caso tem
sido registrado desde 1990. Fonte: Tabela traduzida de MARTINS-MELO et al., 2016.



O Brasil € o 70° pais no ranking do IDH e concentra nove das 10
principais doengas tropicais consideradas negligenciadas pela Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) (LINDOSO; LINDOSO, 2009). O pais é responsavel
por grande parte da ocorréncia de DTNs na América Latina: hanseniase (86
%), dengue (40 %), esquistossomose (96 %), doenca de Chagas (25 %),
leishmaniose cutanea (39 %) e leishmaniose visceral (93 %). Analisando a
mortalidade por DTNs no Brasil de 2000-2011, verificou-se que a doenca de
Chagas causou 0 maior numero de mortes (76,7 %), seguido por
esquistossomose (8,2 %) e leishmaniose (4,5 %) (MARTINS-MELO et al.,
2016).

2. Leishmaniose

A leishmaniose é considerada um grande problema de saude publica e
representa um complexo de doengas com importante espectro clinico e
diversidade epidemiolégica (BRASIL, 2013). Primariamente, é uma infecgéo
zoondtica, a qual afeta secundariamente a espécie humana (BRASIL, 2013;
BRASIL, 2014). E uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, causada por
diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e
mucosas (Leishmaniose Tegumentar, LT) (BRASIL, 2013) ou células do
sistema fagocitico mononuclear do bacgo, figado, medula déssea e tecidos
linfoides (Leishmaniose Visceral, LV) (BRASIL, 2014; REY, 2001).

2.1. Epidemiologia

Apesar de a leishmaniose humana ser endémica globalmente em 98
paises e 3 territérios, exceto Australia e Antartica, os paises pobres ainda s&o
0s mais afetados pela doenga (PACE, 2014; WHO, 2015). De modo geral, a
leishmaniose é comum em regibes tropicais e subtropicais e as areas de
ocorréncia da leishmaniose sdo divididas em “Velho Mundo”, o qual inclui
Africa, Asia e paises mediterraneos, e “Novo Mundo” que abrange América do
sul e central (VON STEBUT, 2014).



O numero real de casos de leishmaniose é desconhecido devido a
subnotificacdo, falta de sistema de vigilancia epidemioldégica ou métodos
diagndsticos adequados, € a maioria dos dados de incidéncia disponiveis &
baseada em estimativas (PACE, 2014). Além disso, a notificagéo € compulséria
em somente 34 % dos paises endémicos (WHO, 2015). Estima-se que
aproximadamente 1,3 milhdes de novos casos ocorram anualmente: 300 mil
correspondem a leishmaniose visceral (90 % em Bangladesh, Brasil, Etidpia,
india, Nepal, Sudao e Sudao do sul) e 1 milhdo de casos est&o relacionados &
leishmaniose cutanea (principalmente no Afeganistdo, Argélia, Brasil,
Colbémbia, Ir4, Paquistdo, Peru, Arabia Saudita, Siria e Tunisia) ou
mucocutanea (principalmente no Brasil, Peru e Bolivia) (PACE, 2014; VON
STEBUT, 2015; WHO, 2015).

Segundo o Ministério da Saude, em 19 anos de notificagéo (1984-2002),
os casos de LV somaram 48.455 casos. Nos ultimos dez anos, a média anual
de casos no pais foi de 3.156 casos, e a incidéncia de 2 casos/100.000
habitantes. Nesse mesmo periodo, os dados epidemiolégicos revelam a
periurbanizacdo e a urbanizacdo da leishmaniose visceral, destacando-se os
surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG), Aragatuba (SP),
Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (Pl), Natal (RN), Séo Luis (MA),
Fortaleza (CE), Camacari (BA) e mais recentemente as epidemias ocorridas
nos municipios de Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO)
(BRASIL, 2014). Com relagéo a leishmaniose tegumentar, observam-se picos
de transmissdo a cada cinco anos. No periodo de 1985 a 2005, uma média
anual de 28.568 casos autoctones foi registrada com coeficiente de deteccéo
médio de 18,5 casos/100.000 habitantes. Na década de 80, a LT estava
presente em 19 unidades federativas e a partir de 2003 a sua autoctonia foi
confirmada em todos os estados brasileiros (BRASIL, 2013).

Especificamente em Minas Gerais, a leishmaniose tegumentar (LT)
ocorre desde meados do século XX com surtos relacionados ao
desflorestamento, construcdo de rodovias, e desenvolvimento da agricultura
(FURTADO et al, 1966). A LT é considerada endémica nas regides do
Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba com 14 casos humanos notificados no
periodo de 1981 a 1986 (MACHADO et al., 1988; NISHIOKA et al., 1988).

Entre julho e novembro de 1987, foi registrado um surto epidémico de LT



(casos autdctones), as margens do rio Araguari, nos municipios de Uberlandia
e Indiandpolis. Nesse periodo foram diagnosticados 25 casos de leishmaniose
tegumentar americana (LTA) procedentes de municipios da regido do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba (MACHADO et al., 1992). Outros trabalhos ja
identificaram a presenca de flebotominios responsaveis pela transmissdo de
leishmaniose as margens da bacia do rio Araguari (LEMOS; LIMA, 2005;
PAULA et al., 2013), na area urbana de Uberlandia-MG (PAULA et al., 2008) e
no Parque do Sabia, Uberlandia-MG (RODRIGUES et al., 2011).

2.2. Agente etiolégico

Os agentes etiologicos da leishmaniose sédo protozoarios (Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanossomatidae, Gé&nero Leishmania) que se
caracterizam por apresentar duas formas durante seu ciclo de vida (figura 2):
uma forma alongada, flagelada e mobvel, denominada promastigota,

encontrada no tubo digestivo do inseto vetor; e outra forma com flagelo

internalizado, imével chamada de amastigota, observada intracelularmente em
tecidos de hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2013; BRASIL, 2014; REY,
2001).

Figura 1. Parasitos Leishmania (Leishmania) amazonensis corados com Kit
Pandtico® forma promastigota (A) e amastigota (B) dentro de macréfagos
peritoneais murinos. As formas amastigota estdo indicadas por setas. Barra:

10um. Fonte: O autor.



As principais espécies de Leishmania responsaveis pela forma clinica da

doenca estao evidenciadas a seguir:

Tabela 2. Esquema mostrando as principais espécies de Leishmania

responsaveis pela transmissdo da doengca no homem. Fonte: Figura modificada de

WHO, 2010.
Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
L. donovani L. major
Velho L. infantum L. tropica
Mundo L. killicki*
L. aethiopica
L. infantum
L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi* L. panamensis
Novo L. venezuelensis L. shawi
Mundo L. gamham* L. naifi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
Tropismo Viscerotrdpica Dermotropica Dermotropica Mucotrépica
Principal

* O status da espécie esta em discussao

Morfologicamente (figura 4), ambas as formas apresentam uma
membrana celular, sob a qual estdo dispostos 0s microtubulos, denominados
microtubulos supeliculares. A membrana apresenta uma invaginagao na regiao
anterior do corpo do parasito formando a bolsa flagelar, de onde o flagelo
emerge. A membrana da bolsa flagelar estabelece uma continuidade direta
com a membrana do flagelo, porém, possui uma composi¢cdo bioquimica
diferente do restante da membrana e € a uUnica regido que n&o apresenta
microtubulos supeliculares. Ha evidéncias de que as atividades excretora e de

pinocitose sejam intensas nesse local (SOUZA, 2002). No citoplasma, além de
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complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, vacuolos e inclusdes, observa-se:
(1) o cinetoplasto, em forma de pequeno bastonete, € uma estrutura
mitocondrial ligada a mitocéndria existente na célula. Em seu interior, existem
estruturas filamentosas circulares formadas por &acido desoxirribonucléico,
denominado k-DNA (NEVES, 2011; SOUZA; RODRIGUES, 2009); (2) a
mitocondria, que em protozoarios parasitos membros da familia
Tripanossomatidae, € unica, grande e fornece ATP por meio da fosforilagdo
oxidativa acoplada a respiracdo na maioria dos estagios do ciclo de vida
(RODRIGUES; SOUZA, 2008); (3) as acidocalcisomas que se caracterizam por
apresentar natureza acida, alta densidade eletronica e por ser local de
armazenamento de polifosfatos, calcio, magnésio e outros elementos
(MORENO; DOCAMPO, 2009); (4) glicossoma € uma estrutura citoplasmatica
envolta por membrana assemelhando-se aos peroxissomos em células de
mamiferos. Geralmente, apresenta uma matriz homogénea e levemente densa
€ 0 numero e a area que tal organela ocupa no citoplasma varia de acordo com
a espécie e estagio de desenvolvimento. Enzimas glicoliticas envolvidas na
conversdo de glicose a 3-fosfoglicerato estdo localizadas nessa organela
(SOUZA, 2002).
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Flagelo

Bolsa flagelar

Cinetoplasto Flagelo
‘ Mitocéndria (interno)
Endos-
soma
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- Corpo
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Autofagossoma

/ Nucleo

Acidocalcisoma
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Figura 2. Morfologia interna de promastigota (a esquerda) e amastigota (a

Tubo
multivesicular - =
lisossoma &

direita) de Leishmania spp. Fonte: Figura modificada de BESTEIRO et al., 2007.

Metabolicamente, as formas promastigota utilizam aminoacidos e
agucares como principais fontes de combustivel em condi¢des aerdbicas, pH
em torno de 7 e a temperatura variando entre 25-27°C. Tais condi¢bes
assemelham-se as encontradas no intestino do inseto vetor. J& a forma
amastigota vive dentro do sistema fagolisossomal de fagdcitos mononucleares,
0s quais apresentam pH e temperatura em torno de 4 a 5 e 37°C,
respectivamente. Nessa forma parasitaria, a principal fonte de energia consiste
de acidos graxos de cadeia longa, os quais s&o transformados pelo amastigota
em CO, e agua (BALANA-FOURCE et al., 1998).

Apesar das diferencas ambientais, promastigotas e amastigotas
apresentam caracteristicas metabdlicas comuns que distinguem os

metabolismos do parasito e do hospedeiro. Em bioenergética, a principal

12

Mitocdndria



diferenca entre parasitos e hospedeiros mamiferos € que no parasito as
enzimas glicoliticas sdo compartimentalizadas em uma organela especifica
chamada glicossoma (figura 3), uma caracteristica comum a todos os
tripanossomatideos, diferentemente da localizagdo citosdlica dessas enzimas
em células de mamiferos (BERMAN, 1988: BALANA-FOURCE et al., 1998). A
inibicdo da glicdlise e da B-oxidacdo nos parasitos parece ser parte do
mecanismo de acdo dos antimoniais (BERMAN, 1988).

No que diz respeito ao metabolismo de purinas, existem varias
diferencas entre parasitos do género Leishmania e células de mamiferos: (1)
parasitos sao incapazes de sintetizar anéis de purina de novo a partir de
precursores metabdlicos e devem obté-los do hospedeiro. Como
consequéncia, desenvolveram um sistema de transporte muito efetivo de
purinas do meio; (2) o metabolismo de salvamento de purinas € ativo e constitui
o0 meio pelo qual os promastigotas sintetizam as purinas. A enzima hipoxantina
guanina fosforribosil transferase pode usar analogos de inosina aberrantes
como substrato e transforma-los em nucleosideos correspondentes. Esse € 0
ponto no qual a droga alopurinol atua (BERMAN, 1988; BALANA-FOURCE et
al., 1998).

Quanto ao metabolismo de lipideo, diferentemente de mamiferos, nos
fungos e nos tripanossomatideos, o ergosterol € o principal esterol sintetizado
a partir da demetilagdo do lanosterol (figura 4), e ndo o colesterol. Sendo
assim, a via de biossintese de esterdis € alvo para varios agentes terapéuticos
como os compostos azdis, anfotericina B e outros antifungicos (BERMAN,
1988; BALANA-FOURCE et al., 1998).

13



i Acetil-CoA

VIA

MEVALONATO -
3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA

! v
Mevalonato
v N

Isopentenil-PP €«———> Dimetilalil-PP

VIA
ISOPRENOIDE ]|

Geranil-PP

¥

Farnesil-PP

\

Esqualeno

2,3-6xidoesqualeno

\

Lanosterol
Azdis (14a-demetilase)
Zimosterol
¥ N
S
N
Ergosterol Colesterol
Tripanossomatideos Célulasde
e fungos mamiferos
Lanosterol Ergosterol Colesterol

Figura 3. Via metabdlica simplificada da biossintese de ergosterol e colesterol,

mostrando o ponto de inibicdo dos compostos azdis. Fonte: Modificada de SOUZA;

RODRIGUES, 2009.
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Com relagdo ao balanco redox (figura 5), tripanossomatideos néo
possuem catalase e nem glutationa peroxidase, mas sintetizam a tripanotiona
(T(S)2) que consiste de duas moléculas de glutationa conjugadas a uma
molécula de espermidina (TURRENS, 2004). 0 sistema
tripanotionaltripanotiona-redutase (TR) mantém a tripanotiona no estado
reduzido (T(SH)2) e consequentemente mantém o balango redox do parasito,
protegendo-o de danos oxidativos, xenobidticos, metais pesados tdxicos,
regulando o conteudo de espermidina e oferecendo equivalentes redutores
para a sintese de DNA (BALANA-FOURCE et al., 1998; HALDAR et al., 2011).
Os parasitos contém uma forma diferente de superdxido-dismutase (Fe-SOD) e
uma enzima envolvida no metabolismo de perdxido de hidrogénio (H202), a
triparredoxina peroxidase. A tripanotiona reduz a triparredoxina (Trx), uma
tiorredoxina encontrada em tripanossomatideos € com papel central no
metabolismo de perdxido. A triparredoxina reduzida € doadora de hidrogénio
para a reacdo da triparredoxina peroxidase, que converte H>O> em H2O
(TURRENS, 2004).

20, +2H* _f&S00 | H,0,+0,

NADP* Tripanotionha .4 TrX req
' _ Triparredoxina
Tripanotiona redutase peroxidase
. ; ;
NADPH + H Tripanotiona ,, Trx ox

2H,0
Figura 4. Balanco redox em tripanossomatideos mostrando a agéo do sistema

tripanotionaltripanotiona redutase. Fonte: Modificada de TURRENS, 2004.

2.3. Vetor

Os vetores da leishmaniose s&o insetos conhecidos popularmente como
mosquito palha, tatuquiras, birigui, entre outros. Pertencem a Ordem Diptera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia (“Novo
Mundo”) e Phlebotomus (“Velho Mundo”) (BRASIL, 2013, 2014). Os
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flebotominios séo primariamente noturnos, evitam vento e podem voar somente
pequenas distancias. Ocorrem em qualquer lugar do mundo onde as
temperaturas ndo caem abaixo de 10°C, sendo encontrados principalmente em
regides tropicais e subtropicais. Devido a globalizacdo e ao aquecimento
global, entretanto, os flebotomineos ultimamente tém se espalhado para
regides do norte europeu (VON STEBUT, 2015).

Flebotominios fémeas sdo hematdfagos, sendo este habito essencial
para a ovoposicdo (VON STEBUT, 2015). E um silencioso artrépode com 2-3
mm de comprimento cuja cor varia do preto ao branco e, ao contrario de outras
espécies de dipteros, posiciona caracteristicamente suas asas de modo a
permanecerem entreabertas e ligeiramente levantadas, em vez de se cruzarem
sobre o dorso (PACE, 2014; REY, 2001). A maioria das espécies de
flebotomineos pica ao ar livre desde o anoitecer até 0 amanhecer, embora
existam algumas espécies que picam dentro de casa e a luz do dia (PACE,
2014).

2.4. Ciclo de vida

Parasitos do género Leishmania apresentam um ciclo evolutivo
heteroxénico (digenético), vivendo alternadamente em  hospedeiros
vertebrados mamiferos e insetos vetores, responsaveis pela transmissdo do
parasito (ANTOINE et al., 2004). Nesses hospedeiros, o parasito alterna-se em
duas formas de vida: promastigota e amastigota, conforme descrito
anteriormente (figura 3).

A fémea dos flebotomineos (inseto vetor) infecta-se ao ingerir
amastigotas livres e/ou macréfagos contendo amastigotas durante o repasto
sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado (figura 6) (NEVES, 2011). No
intestino do flebotominio, os amastigotas existentes dentro de células
fagociticas desenvolvem-se em formas promastigota prociclicas, altamente
replicativas e n&o infectivas. Ocorre, entdo, a metaciclogénese, processo de
diferenciacdo no qual promastigotas prociclicos diferenciam-se em formas
promastigota metaciclicas, infectivas e incapazes de se dividir (KAYE; SCOTT,
2011). Apos esse processo de diferenciagado, os parasitos infectivos destacam-

se das células intestinais € migram para o0 aparelho bucal do inseto
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(HANDMAN, 2000; ANTOINE et al., 2004; GARCIA-ALMAGRO, 2005:
BANULS et al., 2007). Desse modo, ao fazer um novo repasto sanguineo, o
inseto vetor inocula e regurgita na derme do hospedeiro algumas centenas de
formas promastigota metaciclicas associadas a sua saliva. A saliva do vetor
contém substancias farmacologicamente ativas (anticoagulantes,
vasodilatadoras, moléculas imunorreguladoras e antiinflamatérias) que alteram
a resposta imune do hospedeiro vertebrado, favorecendo o estabelecimento da
infeccdo (GREVELINK; LERNER, 1996; HANDMAN, 2000; NEVES, 2005,
GARCIA-ALMAGRO, 2005; KAYE; SCOTT, 2011). Os parasitos s&o, na sua
maioria, fagocitados por células do sistema fagocitico mononuclear, como
macroéfagos, células dendriticas e células de Langerhans, onde sdo formados
os fagossomos. Estes se fundem a lisossomos, formando os fagolisossomos
que originam o0s vacuolos parasitéforos (NEVES, 2011). Apds o
estabelecimento de uma residéncia intracelular, os promastigotas transformam-
se em amastigotas, parasitos intracelulares obrigatérios altamente infectivos e
responsaveis pelo desenvolvimento da doenga no hospedeiro mamifero. Uma
vez no hospedeiro, a forma amastigota sobrevive multiplicando-se por divisao
binaria dentro dos macrofagos. Quando estéo repletas de parasitos, as células
rompem-se permitindo a reinfeccdo de outros fagocitos locais (HANDMAN,
2000; NEVES, 2005; ANTOINE et al., 2004; GARCIA-ALMAGRO, 2005;
BANULS et al, 2007; KAYE; SCOT, 2011). O ciclo de transmissdo é
completado quando fagécitos infectados s&o ingeridos junto com sangue

durante o repasto sanguineo do inseto vetor (KAYE; SCOTT, 2011).
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Figura 5. Ciclo de vida de parasitos do género Leishmania. Fonte: Figura
modificada de KAYE; SCOTT, 2011.

2.5. Quadro clinico

As diversas apresentacdes clinicas da doenga dependem da subespécie
de Leishmania causadora (tabela 2), do estado imunoldgico e da idade do
paciente afetado (criangas e idosos s&o mais propensos a ter complicacdes)
(VON STEBUT, 2015). As manifestagdes clinicas variam de autocura das
ulceras cutaneas a uma doenca sistémica grave de multiplos &rgaos
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015) e séo detalhadas a seguir:
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- Leishmaniose visceral (LV): a leishmaniose visceral também é conhecida

como calazar e resulta da infeccdo de fagdcitos dentro do sistema
reticuloendotelial devido a metastase de parasitos e macrofagos infectados
com parasitos do local inicial da infecgdo na pele (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). No “Velho Mundo”, a LV é causada por Leishmania donovani (em
regides da India, Paquistdo, China e Africa) e Leishmania infantum (na regido
mediterranea). No “Novo Mundo” o agente causador da LV é a Leishmania
infantum (também conhecida como Leishmania chagasi ou Leishmania
infantum chagasi), a qual é encontrada primariamente no Brasil (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). O periodo de incubacéo
da LV é variavel e as manifestacbes podem aparecer de 10 dias a mais de 1
ano apos exposicédo (PACE, 2014). Os sintomas mais comuns da leishmaniose
visceral incluem febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia,
pancitopenia, anemia progressiva e perda de peso (PACE, 2014, SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015). Apesar do tratamento apropriado, recaidas podem
ocorrer 6-12 meses depois (PACE, 2014). Se nao tratada, a doenga progride
resultando em emagrecimento grave e imunossupressao, tornando os
pacientes propensos a infec¢gdes secundarias e morte em 2-3 anos
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; PACE, 2014; WHO, 2015).

- Leishmaniose dérmica pds-calazar (LDPC). é uma dermatose que acontece

meses a anos apds o tratamento de leishmaniose visceral. A patogénese ndo &
completamente entendida, mas parece estar relacionada a uma agressiva
resposta imunoloégica do hospedeiro contra parasitos dérmicos persistentes
(PACE, 2014; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; WHO, 2015). Manifesta-se como
erup¢ao cutanea na face, tronco e membros que variam em gravidade (PACE,
2014). A progressiva proliferacdo de parasitos dentro da pele da origem a
lesbes difusas maculares, maculo-papular ou nodulares. Ocorre principalmente
na india e no Suddo em pacientes infectados com L. donovani (MCGWIRE:
SATOSKAR, 2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

- Leishmaniose cutanea (LC): € a forma menos grave da doenga e € causada

por varias espécies. No “Novo Mundo”, a LC é causada por L. amazonensis, L.

infantum, L. mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L.
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panamensis e L. peruviana. No “Velho Mundo” os agentes etioldgicos séo L.
aethiopica (causa LC difusa), L. donovani, L. infantum, L. major e L. tropica
(MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).
As manifestacbes da LC podem variar de assintomaticas a doengas
clinicamente evidentes que podem permanecer localizadas na pele ou
disseminadas para mucosas orais e sistema respiratério superior (PACE,
2014). Quando sintomatica, apds varias semanas ou meses de infecgao,
desenvolve-se inicialmente uma papula indolor que progride para um nodulo o
qual pode eventualmente ulcerar (PACE, 2014, VON STEBUT, 2015). As
lesbes ulcerativas ou nodulares da leishmaniose cuténea localizada (LCL) s&o
unicas, indolores e aparecem no ou proximo ao local da picada (NEVES, 2011,
MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Na leishmaniose cuténea difusa (LCD), tal
como a causada por L. amazonensis, lesdes nodulares de tamanhos variados
entram em erup¢do em varias partes do corpo frequentemente distantes do
local da picada. A aparéncia e extensio das lesdes na pele apds infec¢éo por
Leishmania variam de acordo com a espécie, fatores genéticos do hospedeiro
e extensdo de ativagdo do sistema imunolégico (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). O local da picada geralmente € uma area descoberta do corpo,
acessivel ao mosquito, como a face, pescoco, bragos e pernas (MCGWIRE;
SATSKAR, 2014; PACE, 2014; VONSTEBUT, 2015). A cura ocorre ao longo de
meses/anos e pode deixar cicatrizes e alteragbes permanentes na
pigmentacéo da pele (PACE, 2014).

- Leishmaniose mucocutanea (LMC): a leishmaniose mucocuténea também é
conhecida como espundia (BALANA-FOURCE et al., 1998) e é decorrente da

disseminacgao linfatica ou hematogénica do parasito a partir da lesdo cutanea,

simultaneamente ou meses/anos mais tarde, podendo resultar em infec¢do das
mucosas oral e do trato respiratério superior (PACE, 2014). No “Novo Mundo”,
as lesbes mucosas sao causadas por L. braziliensis e L. panamensis (em
paises da América do Sul, sobretudo no Brasil, Peru e Bolivia, mas também &
encontrada em menores proporgbes na Colébmbia, Equador, Paraguai e
Venezuela) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015)
e no “Velho Mundo” essas lesdes sao raras (PACE, 2014). A LMC manifesta-se

como nodulos e infiltrados da cartilagem nasal conduzindo a um bloqueio das

20



narinas, destruicdo do septo nasal e colapso nasal. A faringe, palato, labio
superior € laringe também podem ser acometidos e resultar em destruicdo
tecidual grave e desfiguragbes (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; PACE, 2014;
WHO, 2015). Essa infeccdo horrivelmente desfigurante pode progredir
afetando a fungdo respiratéria e dificultando a nutricdo. A doenca €
frequentemente refrataria a quimioterapia e pacientes podem morrer em
decorréncia de infecgbes secundarias e desnutricdo (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014).

3. Tratamento para Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € aquela cujos agentes
etioldgicos sdo parasitos do género Leishmania do “Novo Mundo’ e que se
manifesta como lesGes cutdneas ou mucocutaneas. Existe uma gama de
terapias para as varias formas de leishmaniose (tabela 3) e a preferéncia por
tratamento de primeira ou segunda escolha varia de acordo com o tipo da
doenca e é frequentemente guiada pela pratica regional (de acordo com
disponibilidade e efetividade da droga) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). O
tratamento de primeira escolha para a LTA conta com os antimoniais
pentavalentes. No entanto, em caso de uma resposta insatisfatéria ao
tratamento ou na impossibilidade do seu uso, opta-se pelo uso de drogas de
segunda escolha (BRASIL, 2013; 2014). Varias opg¢des alternativas de
tratamento estdo disponiveis: isotionato de pentamidina, anfotericina B,
miltefosina, agentes antifungicos (como o cetoconazol, fluconazol, itraconazol)
e paramomicina (VRIES et al., 2015).

Segundo recentes orientagbes da Organizacdo Pan-Americana de
Saude, recomenda-se o tratamento local com antimonial pentavalente
intralesional para pacientes com leishmaniose cutanea (lesdées unicas de até 3
cm, exceto na cabeca e regido periarticular) e terapia sistémica para lesdes
graves e leishmaniose mucosa. Para a LC causada por L. panamensis e L.
guyanensis a miltefosina ou pentamidina pode ser utilizada. Cetoconazol é
recomendado para L. mexicana e L. panamensis. Outras alternativas

terapéuticas incluem antimonial + pentoxifilina ou anfotericina B lipossomal ou
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desoxicolato de anfotericina B ou pentamidina ou miltefosina (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2015). A existéncia de numerosos tratamentos sistémicos e
locais reflete a dificuldade de encontrar um tratamento de sucesso (HANDLER
et al,, 2015).

3.1. Antimonial

A eficacia do tartaro emético, antimonial trivalente (Sb>*), no tratamento
da leishmaniose cutaneo-mucosa foi primeiramente relatada pelo médico
brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna em 1912 (VIANNA, 1912). Anos mais
tarde, constatou-se que essa droga era muito tdxica e instavel em climas
tropicais, o que conduziu a descoberta dos antimoniais pentavalentes (Sb5+)
(HALDAR et al., 2011). Os antimoniais pentavalentes tém sido usados como
tratamento de primeira escolha para leishmaniose em diferentes localidades
geogréficas desde 1945 (RAMA et al., 2015). Sdo comercializados na forma de
antimoniato de N-metilglucamina (NMG) (nome comercial Glucantime®) na
América Latina e Africa e como estibogluconato de sédio (SGS) (nome
comercial Pentostam®) na Europa e Estados Unidos (LIMA et al, 2007,
MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Ambos apresentam resultados semelhantes
nas formas clinicas de leishmaniose tegumentar americana (LTA) e a eficacia
equivalente pode ser explicada pelo fato de serem da mesma classe
farmacolégica e apresentarem mecanismo de acdo e farmacocinética
semelhantes (LIMA et al., 2007).

Apesar de ser usado ha mais de 70 anos para o tratamento da
leishmaniose, ainda existem lacunas importantes quanto ao preciso mecanismo
de acéo dos antimoniais. O mesmo, provavelmente, esta relacionado a acgbes
multifatoriais diretas em processos moleculares do parasito € a uma influéncia
na atividade parasiticida dos macréfagos (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Trés
modelos hipotéticos s&o propostos no tocante ao mecanismo de acdo dessas
drogas:

(1) O Sb® comporta-se como uma pré-droga, a qual sofre reducéo bioldgica
para uma forma mais ativa/tdxica, o Sb**, que apresenta atividade
leishmanicida. Porém, o sitio € 0 mecanismo de reducdo permanecem

controversos; compostos tidis tanto do hospedeiro mamifero (glutationa),
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quanto do parasito (tripanotiona) parecem estar envolvidos na redugdo de Sb>*
a Sb*. O antimonial trivalente inibiria a tripanotiona redutase, enzima que
regenera a tripanotiona reduzida, biomolécula importante no metabolismo de
perdxido de hidrogénio em tripanossomatideos; Sb** também poderia se ligar a
proteinas envolvidas na estrutura, replicacéo e reparo de DNA, (TURRENS,
2004; HALDAR et al., 2011).

(2) O Sb° possui atividade anti-Leishmania intrinseca. A droga causaria
deplecdo de ATP provavelmente via inibicdo da glicolise e B-oxidacdo. Foi
relatado também que Sb>* poderia formar complexos com ribonucleosideos,
interferindo no metabolismo de purinas (HALDAR et al., 2011).

(3) Antimoniais agem na ativacdo de macrofagos, induzindo producido de
espécies reativas de oxigénio, oxido nitrico e citocinas, o que culmina com a
morte de parasitos intracelulares (HALDAR et al., 2011).

Esses compostos podem ser administrados via intravenosa (IV) ou
intramuscular (IM) e tem sido usados também intralesionalmente (IL) para a
leishmaniose cutanea (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). De acordo com a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e Ministério da Saude, o esquema
terapéutico preconizado para as lesbes cutaneas e disseminadas é uma dose
que varia entre 10 e 20 mg Sb5+/kg/dia, sugerindo-se 15mg Sb5+/kg/dia tanto
para adultos quanto para criangas durante 20 dias consecutivos. Se
necessario, 0 esquema terapéutico devera ser repetido, prolongando-se a
duracdo do tratamento para 30 dias (BRASIL, 2013). Para a leishmaniose
mucocutanea, a dose recomendada é 20 mg Sb°'/kg/dia por 28 a 30 dias
(HANDLER et al., 2015). A taxa de cura varia entre 77 e 90 % dependendo da
espécie de Leishmania envolvida (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013).

O principal efeito adverso dos antimoniais pentavalentes deve-se a sua
acéo sobre o sistema cardiovascular (BRASIL, 2013) causando arritmias
cardiacas, sistole, taquicardia e fibrilacdo ventriculares e alteracées no
eletrocardiograma (RAMA et al.,, 2015, SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).
Outros efeitos adversos incluem artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vémitos,
plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido,
febre, fraqueza, cefaleia, tontura, palpitagdo, insénia, nervosismo, edema,
alteragcbes das enzimas hepaticas e insuficiéncia renal aguda (BRASIL, 2013;
SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Além disso, o0s antimoniais s&o
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contraindicados para gestantes, ja que a droga atravessa a barreira
transplacentaria, podendo levar a severas sindromes de retardamento mental.
Também ha restricbes de uso da droga em pacientes com idade superior a 50
anos, portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doenca de
Chagas (BRASIL, 2013). Outras limitacbes a eficacia dos antimoniais € o
aumento nos casos de resisténcia do parasito a droga (HANDLER et al., 2015)
e a sua via de administracdo preferencialmente parenteral, o que torna o

tratamento caro e dificil, sobretudo em zonas rurais (HANDLER et al., 2015).

3.2. Pentamidina

Sao diaminas aromaticas que vem sendo usadas como drogas de
segunda escolha no tratamento da leishmaniose tegumentar em areas
endémicas dos continentes americano, asiatico e africano. S&o
comercializadas para uso em humanos nas seguintes formulagdes: Isotionato
(di-B-hidroxietano sulfonato) e Mesilato (di-B-hidroximetil-sulfonato) (BRASIL,
2013) com o0s seguintes nomes comerciais ‘Pentacrinat e ‘Pentam’
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Poucos estudos foram realizados nas Américas utilizando a pentamidina
como terapéutica para LTA. Classicamente a dose recomendada € de 4,0
mg/kg/dia, por via intramuscular profunda, de dois em dois dias,
recomendando-se n&o ultrapassar a dose total de 2,0 g (BRASIL, 2013). Tem
sido usada via IV na dose de 4,0 mg/kg por 3-5 dias para o tratamento de LC
da América do sul causada por L. guyanensis e L. panamensis (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014). No Brasil, infeccdo por L. braziliensis tratada na dose de
4.0 mg/kg/dia em dias alternados por uma semana resultou na cura de 71 %
dos pacientes (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Nao & conhecido com exatiddo o mecanismo de acgdo dessa droga, mas
possivelmente sua acdo parece estar relacionada a interferéncia na biossintese
de macromoléculas como DNA, RNA, fosfolipideos e proteinas (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014). Sabe-se que o medicamento tem agdo no metabolismo de
glicose, podendo ocasionar hipoglicemia, seguida de hiperglicemia quando do
seu uso. O mecanismo de resposta bifasica ainda ndo esta esclarecido e pode

ocorrer indugdo de citdlise das células B-pancreaticas e, consequentemente,
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diabetes insulino-dependente. O efeito diabetogénico parece ser cumulativo e
dose-dependente (BRASIL, 2013).

As reacbes adversas mais frequentes sao: dor, induracdo e abcessos
estéreis no local da aplicacdo, além de nauseas, vomitos, tontura, mialgias,
cefaleia, hipotensédo, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia (BRASIL, 2013;
SUNDAR; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014, CHAKRAVARTY, 2015). Ha
contraindicacdo em caso de gestacdo, diabetes, insuficiéncia renal e hepatica,

doencas cardiacas e em criangas com peso inferior a 48 kg (BRASIL, 2013).

3.3. Anfotericina B

A anfotericina B é um antibidtico poliénico com excelente atividade in
vitro na destruicdo de Leishmania intra e extracelular. Apresenta toxicidade
seletiva por sua interferéncia nos ésteres da membrana citoplasmatica dos
parasitos (BRASIL, 2013). A droga interage com o ergosterol da membrana
celular formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana do
parasito € promovem um influxo de ions. A alteracdo do balango ibnico conduz
a morte de promastigotas e amastigotas (LIMA et al., 2007; HANDLER et al.,
2015). O deoxicolato de anfotericina B (AmBD) foi primeiramente licenciado
em 1959 para uso em infec¢des fungicas fatais. Por requerer aplicacéo
intravenosa e consequentemente apresentar varias reagcbes adversas, novas
formulagbes incluindo Anfotericina B lipossomal (AmBisome®; Gilead
Sciences), complexo lipidico de Anfotericina B (ABLC; Abelcet®, Enzon
Pharmaceuticals) e dispersao coloidal de Anfotericina B (ABCD; Amphotec ™
Intermune Corp.) tém sido produzidas (ANDREWS et al., 2014).

A anfotericina B € comumente usada para tratamento de LV (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015) e para tratar leishmaniose onde a resisténcia ao
antimonial é muito difundida. Em virtude da ocorréncia de poucos trabalhos na
literatura sobre o uso de anfotericina B na leishmaniose tegumentar,
recomenda-se 0 seguinte esquema de tratamento: 1,0 mg/kg/dia administrado
diariamente ou em dias alternados, nao podendo ultrapassar a dose de 50 mg
em cada aplicagio. Essa dose deve ser administrada até atingir as doses totais
(1,0-1,5 g para a forma cutanea; 2,5-3,0 g para a forma mucosa) (BRASIL,

2013). A anfotericina B tem sido bem sucedida para o tratamento de
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leishmaniose cuténea no “Novo Mundo” causada por L. braziliensis, a qual &
conhecida por ter alta resisténcia ao antimonial. Um estudo realizado na Bolivia
com L. braziliensis provou que a anfotericina B lipossomal foi mais eficiente
(taxa de cura de 85 %), mais bem tolerada e mais custo-efetiva que os
antimoniais. Outro estudo realizado no Brasil com L. braziliensis mostrou uma
taxa de cura de 81 %, com baixos efeitos colaterais (MONGE-MAILLO; LOPEZ-
VELEZ, 2013; HANDLER et al., 2015; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).
Anfotericina B lipossomal € tipicamente usada na dose de 2,5-5,0 mg/kg/dia e
sua formulagdo reduz o tempo total de tratamento para metade do tempo
quando comparada com a forma nao lipossomal (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014).

A anfotericina B lipossomal € uma nova formulacdo em que a
afontericina B é incorporada dentro de lipossomas feitos com fosfatidilcolina,
colesterol e disterolfosfatidilglicerol. No Brasil, a droga esta registrada na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para uso no tratamento da
leishmaniose visceral, sendo entdo considerada uma droga “off label”
(indicagao néo incluida na bula) para indicagéo de leishmaniose tegumentar. O
uso “off label” de qualquer medicamento pode ser realizado por conta e risco
do médico que o prescreve. Dados da literatura permitem indicar o uso da
anfotericina B lipossomal para LT nos casos em que todas as demais opg¢des
terapéuticas tenham sido utilizadas sem sucesso ou contraindicadas (BRASIL,
2013).

Graves efeitos adversos estéo relacionados a administragao intravenosa
da anfotericina B, tais como: febre, cefaleia, nausea, vOmito, anorexia,
tremores, calafrios, cianose, hipotens&o, hipopotassemia, hipomagnesemia,
comprometimento da funcéo renal, disturbios do comportamento (BRASIL,
2013; ANDREWS et al., 2014; HANDLER et al., 2015; RAMA et al., 2015). E
contraindicada para cardiopatas, hepatopatas e especialmente nefropatas
(BRASIL, 2013). Outra limitac&o € que a forma lipossomal possui custo elevado
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).
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3.4. Paramomicina

E um antibidtico aminoglicosideo que bloqueia a sintese de proteinas
por se ligar ao RNA ribossomal. Tem sido utilizado em formulagbes tépicas e
parenterais para o tratamento de leishmaniose cutadnea, porém o uso sistémico
para LC é raro. (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Os dados de utilizac&o da
paramomicina s&o fundamentalmente limitados ao seu uso topico devido a falta
de conhecimento sobre sua eficacia quando administrada via parenteral
(MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013).

A paramomicina esta disponivel em varias formulagdes topicas, as quais
tém mostrado resultados variaveis na LC. O tratamento tépico para LC do
“Novo Mundo” consiste na pomada de paramomicina 15 % com cloreto de metil
benzetdnio 12 % aplicado uma vez ao dia por vinte dias (LIMA et al., 2007,
HANDLER et al., 2015). Metil benzetdnio € um agente facilitador da penetragéo
cutanea (LIMA et al., 2007) e essa formulagdo topica € facil de administrar;
seus efeitos colaterais incluem prurido, ardéncia e formagdo de vesiculas
(HANDLER et al.,, 2015). Também tem sido usada a combinacdo de
paramomicina com gentamicina (LIMA et al., 2007). Em doses de 20 mg/kg/dia
por 20 dias mostrou excelente taxa de cura de mais de 90 % no Brasil
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Efeitos adversos locais s&o prurido, erupcdo cutdnea e ardéncia
(BALANA-FOURCE et al., 1998).0s efeitos adversos do uso sistémico de
paramomicina incluem ototoxicidade, instabilidade vestibular e nefrotoxicidade
(LIMA et al., 2007; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

3.5. Miltefosina

Originalmente investigada como agente antineoplasico, a miltefosina
(hexadecilfosfocolina) é derivada de alquil-lisofosfolipideos e € comercializada
com os nomes comerciais Impavido® e Miltex® (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014). O modo com a droga atua em Leishmania ainda nao esta bem
esclarecido, mas acredita-se que o mecanismo de acdo envolva apoptose e
perturbacdo da via de sinalizagdo celular dependente de lipideos (SINGH;
KUMAR; SINGH, 2012).
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A miltefosina tem sido usada no tratamento de leishmaniose tegumentar
do “Novo Mundo” causada por varias espécies apresentando diferentes
eficacias (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013). Na LC do “Novo Mundo”
causada por L. mexicana, L. guyanensis e L. panamensis a miltefosina é
efetiva na dose de 2,5 mg/kg por 28 dias, mas ndo € benéfica para infec¢bes
por L. braziliensis. A LMC boliviana respondeu ao tratamento por miltefosina
durante 4-6 semanas com taxa de cura de até 75 % (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

A droga € muito bem tolerada e os principais efeitos adversos sao
nauseas e vomitos. E um agente teratogénico e, portanto, contraindicado para
gestantes (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).
Limitacbes da miltefosina compreendem seu custo relativamente alto,
necessidade de monitoramento de efeitos colaterais gastrointestinais e
ocasionalmente toxicidade hepatica e nefrotoxicidade. Também € vulneravel ao
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2015).

3.6. Derivados azois

Os compostos azois sdo comumente conhecidos como inibidores da
biossintese de ergosterol (VENKATESWARLU; KELLY, 1996). O ergosterol € o
principal esterol presente em membranas de fungos e parasitos
tripanossomatideos e € requerido para 0 crescimento normal desses
organismos (VENKATESWARLU; KELLY, 1996; SOUZA; RODRIGUES, 2009).
O modo de acéo dos derivados azbis é baseado na inibicdo da enzima 14o-
demetilase do citocromo 450 (P450144m), @ qual é responsavel pela demetilacdo
do lanosterol a ergosterol (VENKATESWARLU; KELLY, 1996; SOUZA;
RODRIGUES, 2009; SINGH et al., 2012). A inibicdo dessa enzima conduz a
uma deplecdo nos niveis de ergosterol concomitantemente ao aumento nos
niveis de substratos e outros 14a-metil esterdis, levando a perturbacéo da
estrutura e funcdo da membrana e culminando com inibi¢do no crescimento de
fungos e parasitos (VENKATESWARLU; KELLY, 1996; SOUZA; RODRIGUES,
2009). O cetoconazol, um dos primeiros compostos azdis desenvolvidos, foi

intensamente utilizado por varios anos. Mais recentemente, entretanto, novos
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azdbis estdo comercialmente disponiveis: fluconazol, itraconazol, voriconazol e
posaconazol (SOUZA; RODRIGUES, 2009).

Tem sido visto que o0s compostos azois apresentam atividade
parasiticida in vitro contra uma variedade de espécies de Leishmania
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). O cetoconazol (Nizoral®), 600 mg,
diariamente, via oral por 28-30 dias e fluconazol (Diflucan®), 200 mg,
diariamente, via oral por 6 semanas tém mostrado acelerada cura em infec¢des
de LC causadas por L. mexicana e L. major, respectivamente (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Evidéncias mostraram
que o tratamento com doses diarias de 600 mg de cetoconazol via oral por 28
dias obteve taxa de resposta entre 76 e 90 % em infecgbes causadas por L.
mexicana, L. panamensis, mas nao para L. braziliensis (JOLLIFFE, 1986;
NAVIN et al., 1992; DVORAK; NANDA, 1995 MONGE-MAILLO; LOPEZ-
VELEZ, 2013; HANDLER et al., 2015). Alguns estudos clinicos também foram
realizados com o intuito de comparar a eficacia do cetoconazol em relacéo ao
antimonial e concluiu-se que a eficacia do cetoconazol oral € comparavel a dos
antimoniais (SAENZ et al.,, 1990; NAVIN et al.,, 1992; SALMANPOUR et al.,
2001). Com vistas a combinagdo de cetoconazol e antimonial somente um
estudo clinico foi realizado até entdo. El-Sayed e Anwar (2010) avaliaram
pacientes do lemen diagnosticados com LC localizada e concluiram que as
combinagdes de antimonial intramuscular + cetoconazol oral ou antimonial
intramuscular + antimonial intralesional foram mais efetivas que o antimonial
intralesional sozinho para o tratamento de LC. Porém, os autores sugerem que
a terapia com cetoconazol seria muito mais facil e segura que a combinacéo de
antimonial-antimonial.

De um modo geral, os efeitos colaterais relacionados aos compostos
azbis sdo brandos e incluem diminuicdo na producdo de testosterona
(BALANA-FOURCE et al., 1998). Pacientes em tratamento prolongado com
compostos azdis requerem testes sanguineos de rotina para avaliar
anormalidades da fungdo hepatica (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014) e é

contraindicado para gestantes (teratogénico).
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Tabela 3. Drogas usadas no tratamento das diferentes formas clinicas da

leishmaniose.
Via de
s Mecanismo de administragao Efeitos Vantagens e
9 acioem e principal adversns desvantagens
Leishmania indicagao
Inibigao da glicdlise Sistemicos:
E ~ pancreatite, o
e oxidagao de trarrbaataneria Formulagéo
acidos graxos. LV, LC, LMC e eniap ’ barata
Antimonial Inibigéo dose LDPC: IM, IV arrithiJa ca,rdiaca Desenvolvimento
pentavalente dependente da CL 1L ASFRRED ' de resisténcia é
formagéo de ATP e i problematico
TP enzimas
hepaticas
Inibic&o biossintese il:r)19<£ rg;local e Desenvolvimento
de poliaminas e LC. LMC: IM hiJ f Iic’emia de resisténcia é
Isotianato de alterag&o potencial L IL ’ hipo’?enséo ’ problematico
pentamidina de membrana - dizbetes ' Efeitos adversos
mitocondrial ; %) limitam o uso
disfunc¢éo renal
Formulagéo
Inibicéo da sintese lt'gﬂ:a lﬂenoz
da membrana Febre, calafrio, anfotericiga B
- celular por ligagéo LV, CL, LMC dor éssea, .
Anfotericina B e | LDPC. IV i st Dose total efetiva
formulagdes 9 ergo§tero ’ — Ipskalemia, varia com a
i Formagéo de poros nefrotoxicidade oy -
ipidicas membrana celular regido geografica
’ Mais caro que
antimonial
. Toplca:ndor, Combinacédo com
Possivel formacéo de .
interferéncia com a LV IM bolhas, eritema I I
i sintese de RNA/ T Sistémica: gzl e
Paramomicina i LC: topica . taxas de cura na
permeabilidade da hepatotoxicidade, P 5
., India, mas néo
membrana dano reversivel K
d na Africa.
o nervo
Inibic&o da enzima
Derivados azéis: 14a-lanosterol Sucesso
fluconazol demetilase, LC: | Hepatotoxicidad . istent
Frspited requerida LC: ora epatotoxicidade |ncton5|s ente
itraconazol biossintese de entre especies
ergosterol
Falta de dados
sobre
Alteracio na sintese Distarbios emergéncia de
da éngora de gastrointestinais, resisténcia
Andlogosde o ocectatidiinositol,  LV.CL, LDPC:  [oxicidade i ML R
alquilfosfocolina: metabolismo de oral hepato-renal, se combinada a
Miltefosina teratogenicidade: paramomicina ou

lipideo, transdugéao
de sinais

contraindicado
para gestante

sequencialmente
apds anfotericina
lipossomal para
LV na india

Fonte: Tabela adaptada de PACE, 2014.
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4. Novas abordagens terapéuticas

O tratamento e a profilaxia de doencas parasitarias causadas por
protozoarios dependem de drogas, sendo que muitas delas tém se tornado
menos efetivas, o que leva a busca por drogas substitutas (ANDREWS et al.,
2014). Uma analise de 68 drogas aprovadas estimou que se gasta em média
15 anos e 800 milhbées de ddblares para trazer um medicamento ao mercado
(CHONG; SULLIVAN JR., 2007; SARTERIALE et al., 2014). A demora e 0 alto
custo para a descoberta de novas drogas representa um obstaculo para
combater doengas emergentes, patdgenos resistentes a drogas e doencas que
tém pequeno retorno financeiro (CHONG; SULLIVAN JR., 2007). Nesse
sentido, novas abordagens terapéuticas, tais como 0 reposicionamento e a
combinacdo de drogas, surgem como potenciais solugdes para esses

problemas.

4.1. Reposicionamento de drogas

Uma abordagem para acelerar a descoberta de drogas € encontrar
Nnovos usos para drogas ou compostos ja existentes. Isso € chamado de
reposicionamento, redirecionamento ou redefinicdo de drogas (EKINS et al.,
2011; ANDREWS et al., 2014). Para a industria farmacéutica, o
reposicionamento de drogas tem um significante valor comercial, pois amplia o
seu mercado e demanda pouco risco financeiro em um curto espaco de tempo
(EKINS et al., 2011).

Os beneficios do reposicionamento s&o inumeros. Primeiramente, ha
disponibilidade de materiais e dados que podem ser usados e apresentados a
autoridades regulatérias (EKINS et al., 2011). Drogas existentes possuem
farmacocinética conhecida, sdo seguras, frequentemente ja foram aprovadas
por agéncias reguladoras para uso em humanos € um novo uso poderia ser
rapidamente avaliado em triagens clinicas. Assim, os desenvolvedores de
drogas, poderiam economizar no custo total de trazer uma nova droga ao
mercado por eliminar avaliagbes farmacocinéticas e toxicolégicas. A reducéo
de custo (drogas reposicionadas custam em torno de 60 % menos que novas

drogas) e seguranca s&o razdes convincentes para investir em drogas antigas
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(CHONG; SULLIVAN JR., 2007; SARTERIALE et al., 2014). A redugédo do
tempo para a droga chegar ao mercado também representa uma grande
vantagem. Outro beneficio é a possibilidade de estender o tempo de patente.
Ha ainda a chance de se descobrir uma potencial aplicacdo para aquelas
drogas que apresentaram falhas nos testes pré-clinicos e clinicos para sua
indicac&o primaria (ANDREWS et al., 2014; SARTERIALE et al., 2014).

Entretanto, ainda ha relutancia das industrias farmacéuticas em permitir
testes de drogas existentes com indicacbes para doencgas “n&o-comerciais’,
pois toxicidades indesejadas podem ser descobertas comprometendo o valor
comercial de seus produtos. Também existe dificuldade no acesso a drogas
que nao passaram em teste (pré)-clinicos por razbes comerciais, sobretudo
patentes (ANDREWS et al., 2014).

O reposicionamento de drogas tem contribuido bastante para a
descoberta de drogas antiparasitarias (ANDREWS et al., 2014). Exemplos que
surgiram dessa abordagem incluem: anfotericiha B, paramomicina e
miltefosina. O deoxicolato de anfotericina B foi primeiramente licenciado em
1959 para uso em infecgbes fungicas fatais. Desde entdo, varias formulacdes
visando a diminuicio de reacbes adversas tém sido produzidas. Em 1997, a
anfotericina B lipossomal tornou-se a primeira droga para leishmaniose
aprovada pela “Food and Drug Administration” (FDA) érgédo governamental
regulatério dos Estados Unidos. A paramomicina foi isolada na década de 1950
e é um antibidtico de amplo espectro com atividade contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, cestodas e outros protozoarios como Giardia e
Entamoeba histolytica. A atividade leishmanicida da paramomicina foi
estabelecida na década de 60. Atualmente, a paramomicina ainda € uma
opc¢éao de tratamento para giardiase, amebiase e leishmaniose, mas ndo € mais
tdo usada como antibidtico. Com o surgimento de compostos mais populares
como cefalosporina e quinolonas, a paramomicina saiu do mercado na década
de 80. Finalmente, a miltefosina foi descoberta na década de 80 com
atividades antineoplasica e anti-Trypanosoma. A droga foi prioritariamente
desenvolvida para ser utilizada no tratamento de metastases de cancer de
mama, com uma formulagéo tdpica (Miltex®, Baxter, UK) e foi avaliada também

em outros tipos de tumores. Entretanto, tal uso foi descontinuado devido a
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efeitos gastrointestinais adversos e, atualmente, a miltefosina pode ser

utilizada para tratar a leishmaniose por via oral (ANDREWS et al., 2014).

4.2. Combinac¢éo de drogas e Isobolograma

Desde os primoérdios, combinacdes de drogas tém sido utilizadas para o
tratamento de varias doengas (CHOU, 2006). O uso de multiplas drogas pode
atingir multiplos alvos, multiplas subpopulagbes ou multiplas doencas
simultaneamente. O uso de mais de uma droga com diferentes mecanismos de
acao também pode direcionar o efeito contra um unico alvo ou doenca e trata-
los mais efetivamente (CHOU, 2006).

A associagao de drogas apresenta as seguintes vantagens: (1) aumenta
a eficacia terapéutica por usar compostos com interac&o sinérgica ou aditiva ou
melhora a seletividade contra o alvo versus hospedeiro; (2) minimiza ou
desacelera a emergéncia de resisténcia a drogas; (3) utiliza doses menores
(que mantenham ou melhorem a eficacia), reduzindo custos € as chances de
efeitos adversos; (4) aumenta o espectro de atividade (CHOU, 2006; HALDAR
et al.,, 2011; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). Em virtude desses beneficios
terapéuticos, a combinacdo de drogas tem sido amplamente empregada e se
tornou a principal escolha para o tratamento de doencas como o cancer e a
AIDS (CHOU, 2006).

No século passado, varios esforcos foram empreendidos na tentativa de
medir quantitativamente as relagdes dose-efeito de drogas isoladas e suas
combinagdes e determinar se uma dada combinagdo de drogas apresentaria
ou nao efeito sinérgico. Visto que os sistemas bioldgicos sdo extremamente
complexos, existem inumeros modelos, abordagens, hipdteses, teorias, bem
como controveérsias sobre a combinagéo de drogas (CHOU, 2006).

Introduzido ha muitos anos por Loewe (1927, 1928, 1953), o
isobolograma € um método grafico em coordenadas cartesianas, em que as
doses ou concentragdes das drogas testadas sdo colocadas uma em cada
eixo. Tal abordagem € aplicavel a um par de drogas que produzem efeitos
mensuraveis testados em fungdo de suas respectivas doses ou concentragdes.
O isobolograma € baseado inteiramente na poténcia relativa e ndo diz nada

sobre mecanismo de ag¢do, somente que as drogas em combinagdo agem de
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acordo com suas poténcias individuais. O propésito é avaliar o tipo de
interac@o que existe para a combinacao de duas drogas. Esse método tem sido
utilizado para analisar experimentos em animais, preparacfes de tecidos
isolados e em nivel celular (TALLARIDA, 2012).

Para construir um isobolograma e determinar o tipo de interacé&o entre
as drogas, o pré-requisito € conhecer a poténcia e a forma da curva dose-efeito
de cada droga isoladamente (CHOU, 2006). A partir de entdo é possivel
determinar as concentragdes de cada droga capazes de produzir o
efeito/inibicdo de interesse, que usualmente é 72 do efeito/inibicdo maximo (ou
EC/ICso, concentragéo capaz de produzir 50 % de efeito) (TALLARIDA, 2012).
Esse dado pode ser determinado graficamente ou com o uso de softwares que
calculam os valores automaticamente (CHOU, 2006). A perfeita adigéo entre as
drogas € basicamente representada por uma diagonal AB que traduz o lugar
geométrico das combinagbes entre as drogas A € B que produzem o efeito
medido (figura 7) (ROCHA SILVA, 1973). Com isso, gera-se a linha de
aditividade ou linha tedrica de aditividade ou isobo/ (ROCHA SILVA, 1973;
TALLARIDA, 2012). Ao considerar as duas concentragdes A e B de duas
drogas que produzem o mesmo efeito, tem-se uma isobo/ isoaditiva. Assim, a
linha convexa para o eixo x seria isobol infra-aditiva, indicando antagonismo
parcial entre as substancias; e a linha cdncava para o eixo x seria isobo/ supra-
aditiva, correspondente a um efeito potencializador de uma droga em relacéo a
outra. Efetivamente, analisando a diagonal, as metades (a, b) das
concentracbes A e B, quando combinadas, produziriam o mesmo efeito que
cada uma das concentragcbes A ou B. Na isobol supra-aditiva, bastariam doses
inferiores as metades de A e B para produzir o efeito esperado. Ao contrario,
na isobol infra-aditiva, a adicdo de uma concentragdo de B requer a adicéo
simultdnea de uma concentracdo muito maior de A para a producéo do efeito
esperado (ROCHA SILVA, 1973).
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Figura 6. Esquema representativo de um isobolograma. O gréfico apresenta a
combinacgdo de duas drogas cujas concentracdes A e B s&o equipotentes. Em
relagdo ao eixo x, a isobol cdncava representa sinergismo e a isobol convexa

representa antagonismo. Fonte: Modificada de ROCHA SILVA, 1973.

O tipo de interagéo entre drogas é frequentemente expresso em termos
de fracdo da concentracao inibitéria (FIC). FIC é a concentracado inibitoria de
cada droga em combinagado dividida pela concentragdo inibitéria da droga
agindo sozinha. Para duas drogas A e B interagindo, a soma dos FICs (2FIC =
FICA + FICg) expressa a extensdo da interacdo (indice de combinagéo).
Embora o calculo dos indices FIC seja matematicamente preciso, os dados
experimentais nos quais eles sdo baseados sao frequentemente menos exatos.
Na pratica, consideraveis diferencas nos valores experimentais foram
observadas principalmente com antibiéticos e, por isso, faixas foram
arbitrariamente definidas para a determinagao do tipo de interacdo (HALL,;
MIDDLETON; WESTMACOTT, 1983). Atualmente, a interpretacdo mais
conservadora € amplamente recomendada pela literatura especializada € o
isobolograma. O procedimento € baseado em valores da somatéria de FICsg
elou FICq e classifica a natureza da interagdo como sinergismo (ZFIC < 0,5),
antagonismo (2FIC > 4,0) e aditividade (nenhuma interagédo; 2FIC > 0,5-4,0)
(ODDS, 2003).
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Para estudos de associacdo de drogas in vitro, cada curva e suas
combinagdes consistem usualmente de 5 a 8 pontos. Diferentemente, nos
estudos in vivo, 0 numero de pontos € reduzido (3-5 pontos cada). Os estudos
devem ser realizados simultaneamente para garantir as mesmas condi¢des
experimentais, tais como evitar a decomposicdo da droga, a variabilidade das
condi¢cdes do ensaio, alteragbes pessoais e inconsisténcia celular ou animal.
Os estudos com animais obviamente consomem mais tempo, s&o mais
dispendiosos e uma variabilidade maior nas medidas podem ser encontradas.
Consequentemente, estudos de combinagéo de drogas in vivo geralmente sé&o
realizados apds estudos in vitro. A determinagéo quantitativa de interagéo entre
drogas em triagens clinicas é muito dificil de realizar. Essa, aparentemente, € a
razdo para muitas combinacbes de drogas terem falhado ou obtido resultados
inconclusivos. Assim, conclusbes sobre a associagcdo de drogas em
experimentos in vitro e em animais, tais como dose, via de administracao,
esquema de tratamento, eficacia, toxicidade, tipo de interagdo, dependéncia
nao devem ser negligenciadas (CHOU, 2006).

No método isobolograma de propor¢do fixa, método modificado por
Fivelman et al. (2004) e Mesquita et al., (2014), o diferencial em relacdo ao
isobolograma convencional € a utilizacdo de diluicbes em série de proporgdes
fixas de ambas as drogas, isto é, as concentracbes de droga s&o variadas ao
mesmo tempo ao longo de um intervalo de concentracdo pré-determinada.
Brevemente, apds a determinacéo da ICso de cada uma das drogas, calcula-se
a concentracdo maxima de cada droga no ensaio da combinagao, garantindo
que o ICsp seja o ponto médio da curva. Sao realizadas curvas de
concentracao-efeito para as seguintes propor¢cdes de drogas: 5.0, 4.1, 3:2, 2:3,
1:4 e 0:5. A partir de entéo, calcula-se os FICsgs para cada proporgéo (4:1, 3:2,
2:3 e 1:4) e utiliza-se esses valores para a construgcdo do isobolograma. A
soma dos FICsgs para cada propor¢éo € determinada (ZFICsgs = FICso droga A
+ FICso droga B), e uma média geral ZFICsgs (X ZFICs0) € calculada. A média
da 2FICso é utilizada para classificar a natureza da interagéo.

As vantagens sobre o método convencional incluem: (1) as curvas
dose-reposta de proporcdes fixas dependem das razbes de concentracdo das
drogas, cada qual € calculada para variar de 100 a 0 % de inibicdo, permitindo

assim um ajuste da curva de regressao e calculo do ECsy mais precisos; (2)
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variacbes do dia-a-dia nos ECsps ndo sdo dramaticamente afetadas pelos
célculos dos FICs; e (3) menos etapas de calculos s&o requeridas (FIVELMAN;
ADAGU; WARHURST, 2004).

Alguns estudos de combinagdo de drogas anti-Leishmania in vitro ja
foram realizados utilizando a metodologia do isobolograma de proporc¢éao fixa e
os critérios de classificacdo da interagdo recomendados pela literatura
especializada. A associagao entre diferentes tipos de bloqueadores de canais
de calcio com drogas padrées (glucantime, anfotericina B e pentamidina) foi
avaliada contra promastigotas e amastigotas intracelulares de L. (L.) chagasi
(REIMAO; TEMPONE, 2011). Trinconi e colaboradores (2014) avaliaram a
efetividade da combinagéo entre tamoxifeno e anfotericina B em promastigotas
e amastigotas intracelulares de L. amazonensis in vitro e in vivo em
camundongos BALB/c infectados com parasitos. Outro trabalho avaliou a
combinagdo da nitazoxanida com drogas anti-Leishmania (anfotericina B,
glucantime, miltefosina e sitamaquina) contra amastigotas intracelulares de L.
(L.) infantum (MESQUITA; TEMPONE; REIMAO, 2014).

Em geral, nenhuma monoterapia € 100 % efetiva para a leishmaniose
(HANDLER et al., 2015). Compostos antimoniais ainda permanecem como o
tratamento de primeira escolha para a LC causada por L. braziliensis, a LMC e
a LDPC (HANDLER et al., 2015). Na clinica, alguns esquemas terapéuticos
tém sido utilizados como alternativas para casos refratarios ou com
contraindicagdes aos esquemas tradicionais. Dentre eles podemos citar:
antimoniais pentavalentes + pentoxifilina, antimonial pentavalente + alopurinol,
antimonial pentavalente + sulfato de aminosidina, antimonial pentavalente +
sulfato de paramomicina, antimonial pentavalente + imunoterapicos (IFN-y ou
Leishvacin e alopurinol) (BRASIL, 2013; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o tipo de interagéo
existente na combinag¢do do cetoconazol, um antifungico inibidor da sintese de
ergosterol, com o antimoniato de meglumina, droga de primeira escolha para o
tratamento da leishmaniose em formas amastigota de Leishmania (Leishmania)
amazonensis. Além disso, esforgos foram empreendidos no intuito de melhor
compreender 0 mecanismo de ac&do do cetoconazol sobre o parasito na forma

promastigota.
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Abstract

Leishmaniasis is a group of diseases caused by protozoa of Leishmania
genus. The currently available treatments for this disease are expensive,
present high toxicity and are associated to difficulties of healing and parasite
resistance. Therefore, the development of strategies for leishmaniasis treatment
is indispensable and includes reposition of existing drugs, as well as drug
combination therapy. The aim of this study was to assess the nature of
ketoconazole and antimony association on the cytotoxic effect against
Leishmania (Leishmania) amazonensis amastigotes. The calculated mean sum
of fractional 50 % inhibitory concentration (X ZFICsp) was 2.54 and 1.43 for free
and intracellular amastigotes, respectively, values that suggest an additive
interaction between ketoconazole and antimony concerning to Leishmania
toxicity only in the intramacrophage parasite form. Despite the clinical efficacy
of ketoconazole-antimony combination has been shown in the literature, our

study is the first to describe the nature of ketoconazole-antimony interaction
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against L. (L.) amazonensis amastigotes. Moreover, our results point out the
need for future in vivo studies to confirm the nature of ketoconazole-antimony
interaction and also to determine possible effective dosage regimens related to
ketoconazole administration in association with the optimal lower dose of

antimony.

Keywords: antimony, drug combination; isobologram; ketoconazole;

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

1. Introduction

Parasitic protozoan diseases are commonly found in the poorest
countries of the world and constitute one of the most widely spread human
health problem [1]. These diseases are still neglected and unfortunately have
received little attention from the pharmaceutical industry and scientific funding
agencies [2]. Despite several therapeutic options are available to treat different
forms of leishmaniasis, the current chemotherapy of cutaneous leishmaniasis
usually relies on antimony-based drugs. However, these drugs produce many
side effects and their toxicity associated to the drug-resistant strains have
limited therapeutic uses of antimony-based agents [3].

Nowadays, the repositioning of agents already used clinically for other
purposes represents an important therapeutic strategy to treat leishmaniasis. In
this way, azole compounds, known to inhibit fungal sterol biosynthesis, have
been an option described in the literature [4]. Another therapeutic strategy is the
combination of drugs with different mechanisms of action. This approach has
many therapeutic advantages, such as: increased therapeutic efficacy;
decreased toxicity due to reduction in the effective dose; reduced development
of drug resistance; and selective synergism against parasite target versus host
[3,5,6]. In this respect, the association of antimony-based agents with
ketoconazole has been successfully used in human against old world
leishmaniasis [7]; however, nothing is known about the pharmacological nature
of this association, as well as of its efficacy on new world Leishmania species,

such as L. (L.) amazonensis. Therefore, in the present study we aimed at
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investigating the in vitro antiparasitic efficacy and the pharmacological nature of

antimony associated to ketoconazole against L. (L.) amazonensis amastigote.
2. Materials and Methods
2.1. Chemicals

Dimethylsulfoxide (DMSOQO), Giemsa stain modified solution, 4-(2-
hydroxyethyl)-1- piperazineethanesulfonic acid (HEPES), ketoconazole, 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), potassium
antimonyl tartrate trihydrate, RPMI 1640 medium, sodium dodecyl sulphate
(SDS), penicillin and streptomycin were purchased from Sigma Chemical Co.
(St Louis, USA). Heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Cultilab, Brazil),
Schneider’s insect medium (LGC Biotecnologia, Brazil). All other reagents were
analytical grade or superior. Ketoconazole was dissolved in a 1 M stock of
dimethyl sulfoxide (DMSO) and stored at -20 °C. For experiments, new dilutions
were prepared in culture medium to ensure that the DMSO concentration in

culture medium did not exceed 0.1%.
2.2. Animals

The experiments were performed using female BALB/c mice supplied by
the animal facility of the Federal University of Uberlandia (CBEA/UFU). The
animals were housed in a room at 25°C with 12 h light/dark cycles and were
provided free access to water and standard chow ad libitum. All the protocols
used were reviewed and approved by the Ethics Committee on Animal Use of
the Federal University of Uberlandia (CEUA/UFU; process n° 36/2013).

2.3. Parasites — promastigote and free amastigote
Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8 strain)

promastigotes were cultured in Schneider's insect medium, pH 7.0,

supplemented with 10% FBS, penicillin (100 UI.mL'1) and streptomycin (100
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pg.mL'1) at 23 + 0.5°C. Promastigotes used in all experiments were isolated
from the stationary growth phase.

Free amastigotes were obtained from footpad of BALB/c mice (6-8
weeks old) previously infected with promastigote forms (1 x107 cells/footpad) for
5 to 6 weeks [8]. These parasites were cultured in complete Schneider’s insect
medium, at 32 £ 0.5°C, ensuring that these parasites remained as axenic

amastigote forms [9], and used within two days.
2.4. Murine macrophage culture

Murine macrophage cell line RAW264.7 was obtained from Rio de
Janeiro Bank Cell and cultured in RPMI 1640 medium, supplemented with 5%
FBS, penicillin (100 Ul.mL™), streptomycin (100 pg.mL™") in 75-cm? flasks. All

cell cultures were done at 37°C in humidified air with 5% CO..
2.5. Viability — Macrophage and free amastigote assays

Viability assays in presence of drugs (antimony and/or ketoconazole)
were carried on free amastigote forms and murine macrophages cell line
RAW264.7, by colorimetric method based on mitochondrial oxidation of MTT
reagent (5 mg.mL'1, 100 ugfwell) [10]. Free amastigotes (5x105 cells/well) and
macrophages (2x105 cells/well) were incubated with its respective medium
alone (control) or containing ketoconazole (107'° to 10 M) or antimony (102 to
10 M) for 48 hours. The 50% inhibitory concentration (ICsp) of drugs on cell
viability were then determined in each individual experiment considering control
values as 100% of viability. This assay was carried out in triplicate and three
independent experiments were performed. Cytotoxicity in RAW macrophages
and activity against free amastigotes for ketoconazole and antimony were
compared using the selectivity index (SI; ratio: 1Csp RAW macrophage/ 1Cs

parasite).
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2.6. Infectivity — Intracellular amastigote assay

Macrophages (4><105) were placed in 24-well plates containing 13-mm
diameter glass coverslips. Then, macrophages were infected with L. (L.)
amazonensis free amastigotes isolated immediately before their use at 2:1 ratio
(free amastigotes/macrophage). After 1h30, plates were washed with PBS to
remove non-internalized amastigotes and RPMI medium alone (control) or
containing drugs (13.125 to 420 uM for ketoconazole and 0.156 to 5 uM for
antimony, both double serial dilutions) were added. Experiments were
conducted at 37°C in a 5% CO; humidified incubator for 48 h. Cells on
coverslips were fixed and stained with Giemsa stain modified solution for
evaluation of the infection index. Infectivity index was defined as the average
number of intracellular amastigotes in infected macrophages multiplied by
percentage of infected macrophage; 100 cells per coverslip were blind counted.
The ICso values of drugs on the infectivity were then determined in each
individual experiment considering control values as 100% of infectivity. This
assay was carried out in ftriplicate and two independent experiments were

performed.
2.7. Isobologram

The interaction between ketoconazole and antimony was in vitro
evaluated by using the modified isobologram method according to [5, 11], with
modification. Briefly, to construct an isobologram and determine the type of
interaction between drugs, the prerequisite is to know the potency and a form of
dose-effect curve of each drug alone. The [Cso values obtained in the
experiments described in ‘Viability — macrophage and free amastigote assays’
and ‘Infectivity — Intracellular amastigote assay’ subsections were used to
determine the maximum concentration of each drug in the combination assay
ensuring that 1Cso was in the midpoint of curves, except for the intracellular
amastigote assay; in this case, the ICsp falls on the third point (from the
maximum concentration used), that was not the midpoint, since highest
concentrations of both drugs necessary to complete the curves were toxic for

macrophages. The highest concentration of the solutions were prepared in
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proportions of 5.0, 4:1, 3:2, 2:3, 1:4 and 0:5 of ketoconazole and antimony,
which were serially diluted to the ninth or sixth well of microplate for free
amastigote or intracellular amastigote assays, respectively; this assay was
carried out in duplicate (infectivity assay) or triplicate (viability assay) and two
independent experiments were performed. Assays of combinations in each ratio
allowed getting concentration-effect curves and therefore the ICso for each
combination ratio in relation to ketoconazole and antimony. Then, fractional
inhibitory concentrations (FICs) at the ICs level (FICsp) were calculated for both
drugs, as follows: FICso = ICso drugs in combination/ICso drug alone. FICsgs of
each drug ratio (i.e, 4:1, 3:2, 2:3 and 1:4) were used to build isobolograms. It is
important to mention that isobolograms constructed using FIC values are also
known as normalized isobolograms [6]. Moreover, the sum of the FICsos for
each ratio, also referred as combination index [6], was determined (2FICsps =
FICso ketoconazole + FICsg antimony), and an overall mean of XFICsps
(x 2FICs0) was calculated. Finally, the average of the ZFICso was used to
classify the nature of interaction: ‘Synergy’ defined as mean XFIC < 0.5
‘Indifference/Additive’ as mean 2FIC > 0.5 and < 2; and ‘Antagonism’ as mean
2FIC >2[12].

2.8. Statistical analysis

In the experiments, the 50% viability/infectivity inhibition values (ICsp)
were determined from the concentration-response curves by GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA), as follows: Y=Bottom + (Top-
Bottom)/(1+10*((LogEC50-X)*HillSlope)) [13]. IC50, FIC50, ZFICses and
¥ 2FIC50 were calculated for each individual experiment and results were
expressed as the mean and standard error of at least two independent

experiments.
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3. Results

3.1. In vitro susceptibility of amastigotes and macrophages to individual drugs

Both drugs caused a concentration-dependent inhibition on amastigote
viability after 48 hours of incubation presenting ICso values of 105.5 uM to
ketoconazole and 2.5 uyM to antimony (Fig 1.A). Concentration-dependent
inhibition on macrophages cell line RAW viability was also observed (Fig 1.B).
Ketoconazole was much less toxic to macrophage than antimony (Fig 1B; ICsp =
436.5 vs. 7.3 UM; ketoconazole vs. antimony) presenting selectivity index of
approximately 4.1 and 2.9 for ketocoazole and antimony, respectively. Both
drugs also inhibited intracellular amastigotes in a concentration-dependent way,
presenting ICsp of 75 and 1.5 uM for ketoconazole and antimony, respectively
(Fig 1.C).
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Fig 1. Cytotoxic effects of isolated drugs (ketoconazole and antimony) on
free amastigotes, murine macrophages cell line RAW264.7 and
intracellular amastigotes. Concentration-effect curves to ketoconazole (white
points) and antimony (black points) against L. (L.) amazonensis free
amastigotes (A), murine macrophages (B) or intracellular amastigotes (C). Data
represent mean + SEM of two to three independent experiments performed in

triplicate.
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3.2. Effect of ketoconazole and antimony combination on amastigotes and

isobologram

This experimental approach allowed the determination of FICso values for
each combination. Overall mean of ZFICso for free amastigotes assay ranged
from 2.01 to 299 and the xZZFICso was 2.54 + 1.7. For intracellular
amastigotes, the overall mean of 2FICso ranged from 1.07 to 1.60 and the
X ZFICsowas 1.43 + 0.38. The ICs0, FICs0, ZFICs0and X ZFICso values are given
in Table 1 and the corresponding isobologram is shown in Figs 2A and 2B. The
sigmoidal concentration-effect curves for each combination are present in Figs
2C and 2D.
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Table 1. IC,,, FIC,, and ZFIC., of antimony-ketoconazole combination against L. (L.) amazonensis

free and intracellular amastigotes

Assay Combination Combined drugs
rate 1Cs5y FICs, ZFICsy ZFICs,
Antimony Ketoconazole Antimony Ketoconazole Antimony Ketoconazole
0 o -—- 254 80 £60.20 -—- -—- -—-
1 4 097 +0.03 43275 +94 05 0.61+031 1.89+0.81 250+113
o 254
o e 2 3 229+002 29015 +2.95 146+ 078 120027 266+ 105 1 ;3
i G |
g 3 2 313+£064 17540 +£36.00 223+150 0.76+032 299+ 182
4 1 287+£020 60.38 £4 33 1.77+087 024 +004 201091
5 0 222+120 -— -—- -—- -—-
0 5 = 8993 + 1477 = = =
1 4 0.37+007 5173 2154 052+031 055+014 1,07 +0.16
142
W
‘—3" % 2 3 0.88+050 62.04 +47 53 084021 062+042 146 +£0.21 027
=D :
el
E p 3 2 098 +027 2966 + 17 64 1.27+ 069 030014 1.57 £ 055
EE
4 1 1.20+044 1715 +£10.39 143+ 0867 017 +0.08 1.60+059
5 0 1.27 £0.91 -— -—- -—- -—-

Data expressed asmean = SEM.
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Fig 2. Ketoconazole and antimony combination on L. (L)) amazonensis
amastigotes. Isobologram representing in vitro ketoconazole-antimony
interaction against L. (L.) amazonensis free (A) or intracellular (B) amastigotes
by a fixed-ratio method based on the ICs0. Dashed line represents an ideal
theoretical line for the additive effect; the x ZFICso for all interactions tested is
also shown. Concentration-effect curves concerning the inhibition of L. (L.)
amazonensis free (C) and intracellular (D) amastigotes by different
combinations of antimony (black points) and ketoconazole (white points). Data

represent mean + SEM of two independent experiments performed in triplicate.
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4. Discussion

Ketoconazole- and antimony-induced Leishmania toxicity appears to be
related to the inhibitory effects of these drugs on different parasite metabolic
pathways [4, 14]. Therefore, in the present study we tested the hypothesis that
the combination of ketoconazole with antimony could improve the
antileishmanial effect of these agents. It has been shown that Sb°* should be
reduced by the host cells to Sb**, the active form against parasites [15, 16].
Thus, since both intra-macrophage or free parasites were analyzed, and to
avoid biases due to variability in macrophage drug conversion, antimonyl
tartrate (Sb3+) was used instead meglumine antimoniate (Sb5+). Despite
ketoconazole was less potent than antimony in inducing L. (L.) amazonensis
free (ca. 40 times) and intracellular (ca. 50 times) amastigotes death in vitro,
ketoconazole was much less toxic to macrophages than antimony. These data
strongly suggest that this azole compound may be used against parasite-
infected macrophages ensuring safety and efficacy.

Previous clinical trials studies showed the efficacy of ketoconazole alone
in several Leishmania species around the world [17, 18, 19, 20], and the
literature also pointed out that ketoconazole efficacy is comparable to those of
antimonial based drugs [21, 22, 23]. However, to our knowledge, only one study
focused on the combined therapy of ketoconazole and antimony. In that study it
was observed that sodium stibogluconate (SSG) combined with ketoconazole
was more effective than SSG alone to treat human cutaneous leishmaniotic
lesions [7]. It is important to mention that the clinical study cited above was
conducted in an Asian country where the common etiologic agents for
cutaneous leishmaniasis are L. major, L. tropica, and L. aethiopica, however, in
our study we focused on L. (L.) amazonensis, one of the typical species related
to the disease in the America continent [1].

FIC is a widespread index used to study drug interactions and many
critical values have been arbitrarily used to define the nature of drug
combination [6, 24, 25, 26, 27]. The additivity range of 0.5 to 4.0 has been
recommended by some expertise in the field [26] and employed in several
studies concerning the interactions of antileishmanial drugs [11, 28, 29, 30].

However, based on the absence of in vitro-in vivo correlation studies, concerns
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about the validity of this arbitrarily chosen FIC were raised, and a more
symmetrical additivity range of 0.5 to 2.0 was suggested [12]. In the present
study, two different experimental conditions were perforned, including the
amastigote-macrophage model, the gold standard assay for determining the
intrinsic drug susceptibility of intracellular amastigotes [31]. Accordingly to the
more symmetrical additivity range mentioned above, the xZFIC (1.42)
observed in out study indicate an additive nature to ketoconazole-antimony
combination against intra-macrophage amastigote. Moreover, the ketoconazole-
antimony combination resulted in *FICmin and 2FICmax of 1.07 and 1.60,
respectively, values that are within the range observed in self-drug additive
combination studies [12]. On the other hand, the xZFIC (2.54) for free
amastigotes suggests an antagonic interaction between ketoconazole and
antimony. Despite we have no explanation for this discrepancy these results
suggest altogether that the intracellular environment alter the nature of the
interaction between ketoconazole and antimony against L. (L.) amazonensis. It
is noteworthy that although experiments carried out with promastigotes or
axenic amastigotes are easier to perform, to use intracellular amastigotes is
clinically more relevant once this parasite form bear a closer similarity to the in
vivo situation and correlate better with the treatment outcome [32, 33]. The use
of lower doses of antimony associated with ketoconazole has the advantage of
reducing side effects and limits the development of resistant strains, an
emerging worldwide therapeutic problem. Therefore, considering the toxicity of
antimony, its indifferent interaction with ketoconazole could be useful and
should be confirmed in vivo.

Moreover, cutaneous lesion may become susceptible to colonization with
a number of microorganisms, such as pathogenic or opportunistic fungi that
could cause secondary infections [34]. Hence, beyond the suggestion, based
on our in vitro data, that direct effects of the ketoconazole in combination with
antimony on Leishmania death could occur in vivo, ketoconazole could also
improve the leishmaniotic lesion due to its action on fungi.

It is important to mention that we analyzed the interaction just in relation
to ICso level, since we obtained inhibition percentages nearby but less than
100% for some combination within the dilution range used; this fact preclude

the determination of all the FICso necessary for the data analysis. In attempt to
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reach 100% of inhibition we increased the ketoconazole concentration,
however, in this condition the drug precipitated. It is important to mention that
analyzing data using only ICso level do not invalidate our results and
interpretations, since the evaluation of FIC at ICseo levels serve only as rebuttal
[35, 36].

In conclusion, although the clinical efficacy of ketoconazole-antimony
combination has been shown in the literature, our study is the first to describe
the nature of ketoconazole-antimony interaction against L. (L.) amazonensis
both in free and intracellular amastigotes. The additive interaction of
ketoconazole-antimony combination in the intra-macrophage parasite form
points out that future in vivo experiment should be conducted to confirm this
interaction and also to determine possible effective dosage regimens related to
ketoconazole administration in association with the optimal lower dose of

antimony.
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In vitro cytostatic action of ketoconazole on Leishmania (Leishmania)

amazonensis promastigotes
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Abstract. Leishmania parasites cause the leishmaniasis that ranges from self-
limiting cutaneous infections to more serious forms of the disease. The search
for potential drug targets focusing on biochemical and metabolic pathways
revealed the sterol biosynthesis inhibitors (SBls)as a promissor approach. In
this class of inhibitors is found the ketoconazole,a classical inhibitor 14a-
methysterol 14-demethylase. The aim of this study was better understand the
biological response of Leishmania (Leishmania) amazonensis promastigotes at
cellular level to ketoconazole treatment. The study demonstrated for the first
time the action of the SBI ketoconazole on mithocondrion, autophagic vacuoles,
cell death pathway and cell cycle of L. (L.) amazonensis parasites by
fluorescent methodologies. Results strongly suggest that ketoconazole acts as
cytostatic agent.

Keywords: autophagy; cell cycle; ketoconazole; Leishmania (Leishmania)

amazonensis; mitochondrion.
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1. Introduction

Leishmania spp. cause the leishmaniasis, a spectrum of diseases that
ranges from self-limiting cutaneous infections to more serious disseminating
diffuse cutaneous, mucocutaneous and visceral forms of the disease (Vannier-
Santos et al., 1995). Leishmania (Leishmania) amazonensis parasite is an
important causative agent of human cutaneous leishmaniasis and exhibits a
wide spectrum of clinical disease (Barral et al., 1991). Currently available
treatments for leishmaniasis present contraindications, high toxicity and cost,
difficulties of healing, and they have also been related to development of
parasite resistance (Oliveira et al., 2011; Rama et al.,, 2015; Sundar and
Chakravarty, 2015). These problems could be solved, at least partially, by
searching specific inhibitors of biochemical and metabolic targets that are
essential for the parasite survival, with minimal or no effects on the host
organisms (Singh et al., 2012).

Unlike plasma membranes of animals, which contain cholesterol as the
major sterol, certain protozoa as trypanosomatids, yeast and fungi present
ergosterol, which plays role in regulating membrane fluidity and permeability
(Roberts et al., 2003; Arora et al., 2004; Lepesheva et al., 2011), besides
serving as precursors for biologically active molecules that regulate growth and
development processes (Lepesheva et al., 2011). Synthesis of sterols requires
removal of the 14a-methyl groups from sterol precursors; this reaction is
catalyzed by a microsomal cytochrome Pusp, the sterol 14a-methysterol 14-
demethylase (CYP51) (Roberts et al., 2003; Buckner and Urbina, 2012). In this
regard, the sterol biosynthetic pathaway appears as a potential drug target and
the sterol biosynthesis inhibitors (SBIs) certainly represent a promising
approach.

The SBls evaluated on trypanosomatids are classified into three groups:
the allylamines that inhibit squalene-2,3-epoxidase; the azasterols that block
the C-24 alkylation reaction; and the imidazole and triazole compounds that
inhibit 14a-methylsterol 14-demethylase (Roberts et al., 2003). Among SBls,
ketoconazole, commonly used as antifungal, has been shown to produce
minimal side effect on vertebrate host.More interestingly, clinical trials studies

have showed the efficacy of ketoconazole in leishmaniasis (Urcuyo and Zaias,
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1982; Jolliffe, 1986; Saenz et al., 1990; Navin et al., 1992: Alsaleh et al., 1995;
Salmanpour et al., 2001; El-Sayed and Anwar, 2010; Boecken et al., 2011;).
However, despite leishmaniasis has been treated by non-Leishmania drugs,
such as ketoconazole, the exact mechanism of action of theses drugs on
Leishmania spp. is not clearly understood (Singh et al., 2012). Therefore, the
aim of the present study was to examine and better understand the biological
response of L. (L.) amazonensis promastigotes at cellular level to the classical
SBI ketoconazole and we demonstrated, for the first time, the action of the
ketoconazole on mithocondrion, autophagic vacuoles, cell death pathway and

cell cycle of L. (L.) amazonensis parasites.
2. Material and methods
2.1. Chemicals

Ketoconazole, dimethylsulfoxide (DMSOQO), penicillin, streptomycin,
rhodamin 123, monodansylcadaverine (MDC) were purchased from Sigma
Chemical Co. (St Louis, USA), annexin V FITC apoptosis detection kit from BD
Pharmingen, heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) from Cultilab (Brazil)
and Schneider's insect medium from LGC Biotecnologia (Brazil). All other
reagents were analytical grade or superior. Ketoconazole was dissolved in a 1
M stock of dimethyl sulfoxide (DMSQO) and stored at -20°C. For experiments,
new dilutions were prepared in culture medium to ensure that the DMSO

concentration in culture medium did not exceed 0.1%.
2.2. Promastigote culture

Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8 strain)
promastigotes were cultured in Schneider's insect medium, pH 7.0,
supplemented with 10% FBS, penicillin (100 UI.mL'1) and streptomycin (100
ug.mL™") — complete Schneider’s insect medium — at 23 + 0.5°C in B.O.D

chamber.
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2.3. Antiproliferative assay

In order to evaluate the ketoconazole effect on cellular proliferation of L.
(L.) amazonensis promastigotes, parasites (5><106 ceIIs.mL'1) were cultured in
25 cm? cell culture flasks containing complete Schneider’s insect medium with
progressively higher concentrations of drug (107'°to 107 uM). At 24, 48, 72,
and 96 hours after incubation with drug, the number of promastigotes was
determined by blind counting in a Neubauer chamber. Each assay was carried
out in triplicate and three independent experiments were performed. The ECs
values with 95% confidence limits were determined by GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc.,, San Diego, USA). For cytotoxic versus cytostatic
assay, parasites (5><106 ceIIs.mL'1) were cultured with complete Schneider’s
insect medium for 48 hours. Parasites were treated with 10 uM ketoconazole
and the number of promastigotes was determined by counting in a Neubauer
chamber for three consecutive days using Trypan blue stain. Each assay was

carried out in triplicate and three independent experiments were performed.
2.4. Evaluation of mithocondrial damage

The fluorescent stain Rhodamine 123 was used to assess mitochondrial
transmembrane potential (AW,;) of promastigotes. Inittialy, parasites (5 x 10°
cellsmL™ 1) were treated or not (control) with 10 uM ketoconazole for 24, 48 and
72 hours. Aliquots were incubated with Rhodamine 123 (15 pg.mL'1) for 15
minutes at room temperature protected from light. Subsequently, the parasites
were washed twice with PBS, fixed in paraformaldehyde 1% in cacodylate
buffer and washed twice with PBS. The cell population analysis was performed
with a flow cytometer (BD Accuri C6 — Biosciences, CA, USA) and a total of
10,000 events were acquired in the region previously established as
corresponding to the parasites. Three Iindependent experiments were

performed.
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2.5. Evaluation of autophagic vacuoles

The monodansylcadaverine (MDC) labeling was carried out to evaluate
autophagic vacuoles formation. Promastigotes (5 x 10° cells.mL™, log phase)
were incubated or not (control) with ketoconazole 10 uM for 24, 48 and 72
hours. After treatment, parasites were added to 100 uM MDC for 2 hours in the
dark. In the next step, the parasites were washed twice with PBS, fixed in
paraformaldehyde 1% in cacodylate buffer, washed twice with PBS, mounted
on microscope slides and analyzed by a fluorescence microscope (Zeiss
LSM510, Germany) at excitation wavelength 358 nm and emission wavelength

463 nm. Two independent experiments were performed.
2.6. Morphological and ultrastructural analysis

For the purpose of evaluating ultrastructural changes, parasites were
analyzed by transmission electron (TEM) and scanning electron microscopy
(SEM). For TEM, promastigotes (5 x 10° cells.mL™", log phase) were incubated
for 72 hours in presence or absence (control) of ketoconazole 10 uM. After
treatment, parasites were fixed with 2.5% glutaraldehyde diluted in 0.1 M
phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2,for 24 hours at 4°C, washed in PBS
and post-fixed for 1 hour in a solution containing 1% osmium tetroxide (OsQy4)
and 0.8% potassium ferrocyanide in PBS. The cells were washed in PBS,
dehydrated in a graded acetone series and embedded in resin. Ultrathin
sections were contrasted with uranyl acetate and lead citrate then observed
under a Zeiss EM 109 transmission electron microscope (Zeiss, Oberkochen,
Germany). For SEM, promastigotes treated or not with ketoconazole 10 uM for
72 hours were dehydrated in ethanol, critical point-dried in CO2, mounted in
stubs, sputtered with thin gold layer and observed under a scanning electron

microscope.
2.7. Cell death analysis

Promastigotes (5 x 10° ceIIs.mL'1) were incubated for 72 hours in the

absence (negative control) or presence of ketoconazole (10 uM); positive
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control was parasites incubated with sodium hypochlorite 0.2% for 30 minutes.
Subsequently, the parasites were incubated with a specific binding buffer
containing annexin V-FITC and 2 ug/mL propidium iodide (BD Bioscience,
Brazil) for 15 minutes at 25°C, protected from light, according to manufacture’s
instructions. After incubation the parasites were washed and fixed for 10
minutes with 1% paraformaldehyde in cacodylate buffer. The cell population
analysis was performed with a flow cytometer (BD Accuri C6 — Biosciences, CA,
USA) and a total of 10,000 events were acquired in the region previously
established as corresponding to the parasites. The percentages of apoptotic

cells were determined using the FlowJo v10.0.7 software.
2.8. Cell cycle analysis

Inittially, parasites (5 x 10° cells.mL™") were washed three times with PBS
and then incubated with medium containing 0.04% FBS overnight. Under these
conditions, cells were arrested in GO/G1 as determined by flow cytometry
analysis. After serum starvation (synchronization), the low serum (0.04% FBS)
medium was removed and promastigotes (5 x 10° cells.mL™", log phase) were
incubated for 72 hours in the absence (control) or presence of ketoconazole (10
MM) in medium containing 10% FBS. After incubation, parasites were washed
and ressuspended in a solution of 70% ice-cold ethanol in PBS and fixed
overnight at 4°C. Subsequently, the parasites were incubated with 10 pg.mL™
propidium iodide and 100 ug.mL™ ' RNAse A in PBS for 45 minutes at 37°C,
protected from light. The cell population analysis was performed with a flow
cytometer (BD Accuri C6 — Biosciences, CA, USA) and a total of 10,000 events
were acquired in the region previously established as corresponding to the
parasites. FlowJo v10.0.7 software was used to analyze percentagesof each
phase of the cell cycle: GO-G1, S and G2-M.
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3. Results

3.1. Antiproliferative and cytostatic effects

Ketoconazole induced an antiproliferative effect on the L. (L.)
amazonensis promastigotes, causing concentration- and time-dependent
parasite growth inhibition (Figure 1. A:ECso after 72hours: 5.0 uM). When
incubated with ketoconazole (2 x ECsy of 72 hours = 10 uM), 48 hours after
parasites have been cultured in absence of drug, ketoconazole stopped their
growth without decrease parasites viability; on the other hand, parasites

controls exhibited exponential growth (Figure 1.B).
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Figure 1. L. (L)) amazonensis promastigotes proliferation. (A) The
concentration-response curves of ketoconazole on parasite proliferation after
24, 48, 72 and 96 hours of treatment. The smaller graph displays the respective
ECso value for 72 hours. The cell density was obtained by direct counting in a
Neubauer chamber of fixed cells. (B) Cytotoxic versus cytostatic assay on
parasite in presence of 10 uM ketoconazole. The arrow indicates the cultivation
time in which the drug was added to the medium. The viable cell density was

obtained by direct counting in a Neubauer chamber using Trypan blue stain.

3.2. Evaluation of mitochondrial transmembrane potential and autophagic

vacuoles formation
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Ketoconazole increased mitochondrial transmembrane potential (AW,,)
measured by Rhodamine 123 (Rho123) dye, as suggested by thetime-
dependent increase in fluorescence induced by the drug (Figure 2). Despite

autophagic vacuoles were observed 24 and 48 hours after drug incubation, they

were not observed 72 hours after drug administration (Figure 3).
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Figure 2. Mithocondrial damage induced by ketoconazole on L. (L.)
amazonensis. A-C. Flow cytometry histograms displaying changes in
mitochondrial transmembranepotential (AW,) measured by Rhodamine 123

(Rh123) in different times of drug exposure: 24 (A), 48 (B) and 72 (C) hours.

Control: black line; Ketoconazole-treated: grey.
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Figure 3. Ketoconazole-induced autophagic vacuoles on L. (L)
amazonensis promastigotes. Panels A-B, E-F and I-J, parasites incubated
with culture medium (control parasite) for different times: 24 (A-B), 48 (E-F) and
72 (I-J) hours. Panels C-D, G-H and K-L, parasites incubated with 10 uM
ketoconazole for different times: 24 (C-D), 48 (G-H) and 72 (K-L) hours. Panels
A, C, E, G, | and K, MDC labeling. Panels B, D, F, H, J and L, phase contrast.
Barr: 10 pm.
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3.3. Morhological and ultrastructural analysis

Ultrastructural analysis of control cells exhibited normal parasites with
typical elongate and thin bodies, long and single flagella and mitochondrion
(Figure 4.A; 4.1). Ketoconazole-treated cells presented several morphological
changes, such as: rounded up shape, frequent truncated and/or double flagella,
significant mitochondrial swelling, increased accumulation of lipid droplets and

acidocalcisomes, presence of multivesicular bodies, intense activity of flagellar

pocket (endo/exocytose) and changes in appearance of cell membrane (Figure
4 B-H; J-K).

Figure 4 — Ultrastructural and morphological alterations observed in L. (L.)
amazonensis promastigotes treated with ketoconazole. Transmission
Electron Microscopy (TEM): A. Control parasite. B — H. Ketoconazole-treated

parasites; alterations are indicated by arrows: B. Mitochondrial swelling and
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intact cell membrane (black arrow); C. Vesicles associated to Golgi complex
(white arrow) and acidocalcisomes (black arrows); D. Lipid droplets (black
arrows); E. Acidocalcisomes (black arrows) and normal kinetoplast (white
arrow); F. Intense activity of endo/exocitose at flagelar pocket (black arrow); G.
Flagellar alterations(stumpy, detached membrane) (black arrow); H. Double
flagella at flagellar pocket (black arrows). Scanning Electron Microscopy (SEM):
I. Control parasite. J-K. Ketoconazole-treated parasites — Double flagella (black

arrow) and changes in appearance of cell membrane. m = mitochondrion.

3.4. Cell death analysis

This assay revealed that ketoconazole was not capable to induce neither
apoptosis nor necrosis. The dot plot analysis showed that distribution of viable,
necrotic and apoptotic cells after treatment with ketoconazole for 72 hours was

similar to that observed in untreated parasites (negative control) (Figure 5).
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Figure 5. Apoptosis/Necrosis assay by flow cytometry. Represetantive dot
plots for annexin V-FITC and propidium iodide (PIl) staining in L. (L.)
amazonensis promastigotes incubated with: (A) medium, negative control; (B)
ketoconazole (10 uM; 72 hours). Lower left quadrant, viable cells (negative for
both Annexin V-FITC and PI); lower right quadrant, apoptotic cells (positive for
Annexin V-FITC and negative for PI); upper right quadrant, necrotic cells
(positive for both Annexin V-FITC and PI).
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3.5. Cell cycle analysis

The effect of ketoconazole on cell cycle of L. (L) amazonensis
promastigotes determined by flow cytometry (Figure 6) revealed that treatment
induced increase of the number of parasites in GO-G1 (from 47.4 to 68.5%) and
decrease the percentage of cells in S (from 12.6 to 9.56%) and G2-M (from 40.2
to 22.2%). In other words, the treatment induced cells to left the synthesis/G2-

mitosis phase and arrest in GO-G1.
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Figure 6. Cell cycle assay by flow cytometry. Typical DNA content frequency
histograms representing L. (L.) amazonensis promastigotes incubated with: (A)
medium, negative control; (B) ketoconazole (10 uM; 72 hours). The cells were
stained with propidium iodide (PIl) and fluorescence of the Pl-stained cells was
measured. Cell cycle analysis provides the estimate of percentage of cells in
GO0-G1, S and G2/M phases of the cycle.

4. Discussion

In our study, ketoconazole inhibited L. (L.) amazonensis promastigote
growth in a concentration- and time-dependent manner. Despite we have not
evaluated the exact cellular target involved in ketoconazole-induced effect, it is

well known that ketoconazole is a potent inhibitor of 14a-demethylase, an
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enzyme commiteed to sterols byosintesis (Souza and Rodrigues, 2009). Since
sterols are constituents of cellular membranes essential for their normal
structure and function, such as parasitic growth and viability (Roberts et al.,
2003; Souza and Rodrigues, 2009), ketoconazole-induced 14a-demethylase
inhibition could account for its inhibitory effect on L. (L.) amazonensis
promastigote.Our observations not only corroborate previous data from the
literature showing potent in vitro activities of SBls against tripanosomatids
(Berman et al., 1984; Lazardi et al., 1990; Rodrigues et al., 2002; Rodrigues et
al., 2005), but also suggest that the susceptibility of different L. amazonensis
strains to ketoconazole is similar. Indeed, ketoconazole has also been shown to
arrest L. amazonensis (MHOM/BRf75/Josefa strain) growth (Vannier-Santos et
al., 1995), similarly to that described here against L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8 strain). It is important to mention that SBIs effects on
extracellular L. amazonensis parasites appear to be more gradual than that
observed with the intracellular form; this SBls effects profile allows a more
detailed study of the events in the promastigote form (Vannier-Santos et al.,
1995), justifying our choice to study the effects of ketoconazole on L.
amazonensis extracellular form.

Our morphological and ultrastrucutal results revealed rounded up shape,
alterations in cell membrane morphology (evidenced by SEM), significant
mitochondrial swelling, increased accumulation of lipid droplets and
acidocalcisomes, presence of multivesicular bodies, intense activity of flagellar
pocket and frequent truncated and/or double flagella. Literature data have also
shown that SBIs induce dramatic alterations in the ultrastructure of several
tripanosomatid mainly in the mitochondrion-kinetoplast complex, the
endoplasmic reticulum, the Golgi complex, nucleus, the contractile vacuole, in
the plasma membrane covering the cell body and the flagellum and induce
multivesicular structures and lipidic inclusions (Souza and Rodrigues, 2009).
Specifically, 0.1 uM ketoconazole (72 or 96 hours of treatment) against L.
amazonensis (MHOM/BRf75/Josefa strain) was able to induce multivesicular
bodies (MVB) at the frans portion of the Golgi apparatus and in close
association with organelles such as mitochondrion. Other damages included the
presence of altered patterns of mitochondrial cristae, collapsed endoplasmic

reticulum, forming myelin-like structures, large amounts of membrane vesicles
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and myelin-like figures within the flagellar pocket (Vannier-Santos et al., 1995).
Since the outstanding parasite ultrastructural changes induced by ketoconazole
treatment suggested mitochondrial damage and evidenced the presence of
vacuoles, we also evaluated the physiological alterations that ketoconazole
could induce in mithocondriafunction, as well as whether those vacuoles
corresponded to autophagic compartiments. In order to confirm the changes
suggested by TEM, it was used the concentration of 2 x ECsg (for 72 hours of
treatment) since previous studies analyzing the response of Trypanosoma cruzi
to ketoconazole and lovastatin suggested that morphophysiological alterations
leading to cell death depends on the type and intensity of the stimulus
(treatment time and drug concentration) (Kessler et al.,, 20013). Moreover,
fluorescence techniques were usedsince these methods present several
advantages for instance intrinsic sensitivity, suitable time resolution, non-
invasive nature and minimum perturbation (Arora et al., 2004).

Several functions are attributed to autophagy including: survival
mechanism under starvation and stress conditions; removal of damaged,
abnormal or redundant cellular constituents; remodeling of a cell's morphology
and metabolic machinery during changes of nutritional conditions or
developmental differentiation; alongside apoptosis and necrosis, plays a role in
cell death (Brennand et al., 2011). Probably, the treatment of L. (L.)
amazonensis promastigotes with ketoconazole causes a stress in the cell,
especially early after the treatment (24 and 48h). Thus, the presence of
autophagic vacuoles might represent an adaptive response of parasite to
treatment. Initially, parasites would resort to autophagic vacuoles in attempt to
remodel/remove abnormal cellular constituents.

Several biochemical studies have indicated that mithocondria
morphology is influenced by the metabolic state of the cell, cell cycle, cellular
development and differentiation (Johnson et al., 1980). Literature data have
also shown that the mitochondrion is one of the first organelles to be affected
after treatment of parasites as Trypanosoma cruzi, Leishmania sp, and
Toxoplasma gondii with inhibitors of the C14a-demetilase, squalene synthase,
and sterolmethyltransferase, which are important enzymes of the ergosterol
biosynthesis pathway (SOUZA et al., 2009). Mithocondrial membrane potential

variations could be a consequence of diverse events, such as: the inhibition of
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electron transport chain (decrease), block of ATP synthase (increase),
stimulation of uncoupling proteins (decrease) or permeabilization of the inner
membrane (decrease) (Fidalgo and Gille, 2011). Furthermore, in many cases
mitochondrial depolarization is preceded by a transient hyper-polarization that
has often been considered as the last attempt by the cells to avoid death; this
effect can be clearly observed in the majority of the population of heat-shocked
Leishmania promastigotes (Jiménez-Ruiz et al., 2010). In the present study, it
was observed that the ketoconazole-treated parasites induced a
hyperpolarization of the mitochondrial membrane potential that was time-
dependent up to 72h. Another study showed that 7. cruzi treated with
ketoconazole (ECsp = 32 uM for 72 hours) presented a gradual increase of Rho
123 fluorescence time-dependent and confocal microcopy of parasites
confirmed an intense proliferation of the inner mithocondrial membrane. This
organelle appeared to be highly branched and compact, resulting in higher
levels of Rho 123 accumulation within cells (Kessler et al., 2013).Over the time,
directing energy to the parasite single mitochondria may be more important than
repairing cell damage. This would explain the fact that in the time of 72h the
greatest mitochondrial hyperpolarization occurs and there is no labeling for
autophagic vacuoles.

The fact that the mitochondrial membrane is hyperpolarized does not
mean that the organelle is functioning normally for the ATP production.
Mithocondrion plays a major role in generation of energy essential for the
survival and proliferation of eukaryotic cells (Johnson et al., 1980). In this way,
the misfunctioning mithocondria could impair the ATP synthesis and inorganic
phosphate would accumulate in acidocalcisomes, explaining the increase in the
amount of this organelle 72 hours after ketoconazole treatment.
Acidocalcisomes are organelles featured by its acidic nature, high electron
density and play role in polyphosphates, calcium, magnesium and other
elements storage (Moreno and Docampo, 2009). This phenomenon was
already reported for ketoconazole and L. amazonensis (Vannier-Santos et al.,
1999).

Analyzing the parasite's death pathways, we observed that under the
conditions tested (2 x ECsp = 10 pM for 72 hours), the drug treatment did not

lead to parasite death, by neither apoptosis nor necrosis. Also, ketoconazole-
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treated parasites in the same conditions did not show autophagic vacuoles,
suggesting that autophagy cell death did not occur. Kessler et col. (2013)
reported that treatment of 7. cruzi with ketoconazole (ECs¢/72 h) did not show
necrosis or apoptosis, but treatment with IC4qo for 24 hours resulted in rapid cell
death by necrosis. However, this high concentration able to induce necrosis is
possibly far from that usually present in clinical scenary. So, the ketoconazole
mechanism of action will probably be related to its cytostatic effect rather than
cytotoxic effect at doses commonly used in the clinic.

These data, coupled with the results of the growth curve with viable
parasites, cell cycle assay and very frequent ultrastrucutral alterations
(presence of flagellar changes such as truncated and/or double flagella),
strongly suggest that the effect of ketoconazole against L. (L.) amazonensis is
cytostatic rather than cytotoxic, in tested conditions.The cell cycle assay
showed that the treatment was able to decrease parasites in S and G2-M and
increase parasites in GO-G1; in other words, ketoconazole treatment lead to
GO-G1 arrest in L. (L.) amazonensis parasites.Literature data have shown that
SBls interfere with the protozoan cell cycle and possible explanations for these
effects could be the inability of cells in completing cell division due to the
depletion of essential endogenous sterols (important for the control of
membrane dynamics and regulation of the cell cycle) or disturbance in the
cytoskeleton organization necessary for the completion of cytokinesis (Souza
and Rodrigues, 2009). Other studies investigating tumour cells also observed
this phenomenum after ketoconazole treatment: HT29-S-B6 cells cultured with
1-10 UM ketoconazole accumulated in G1 in a dose-desependent way (Forgue-
Lafitte et al., 1992); human colorectal (COLO 205) and hepatocellular
carcinoma (HT 29) cell lines induced time-dependent GO-G1 phase arrest
(Chen et al., 2000).

In conclusion, to our knowledge, the present study demonstrates for the
first time the effect on mithocondrion, autophagic compartiments, cell death
pathway and cell cycle of the SBI ketoconazole on L. (L.) amazonensis
promastigotes. Results indicated that ketoconazole mechanism of action on

parasites appears to be cytostatic and non-cytotoxic under tested conditions.
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