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Introduzione:

La leishmaniosi & una malattia protozoaria dalla patogenesi complessa, trasmessa
attraverso la puntura di insetti flebotomi e responsabile di differenti manifestazioni
cliniche sia nel cane che nell’'uomo. I farmaci piut comunemente studiati per il
trattamento della leishmaniosi sono i composti dell’antimonio, I’allopurinolo, le
aminosidine, 1’amfotericina B, il miltefosine, il pentamidine, la spiramicina in
combinazione col metronidazolo, la marbofloxacina, I’enrofloxacina ¢ il domperidone.
Gli obiettivi del trattamento anti-Leishmania, sono rivolti ad una riduzione
generalizzata del carico dei parassiti, nonché trattare il danno tissutale causato dal
protozoo nei diversi organi, ristabilire una risposta immunitaria efficiente, mantenere
un miglioramento della condizione clinica e trattare le eventuali ricadute. Nessuno dei
farmaci, in uso a oggi, si ¢ dimostrato in grado di eliminare I’infezione, determinando
uno stato di remissione dei sintomi, ne temporanea ne permanente. Negli ultimi anni,
e emerso un crescente interesse nello studio di alcuni composti organici appartenenti
alla famiglia degli stilbeni e dei terfenili. Diversi stilbeni naturali, come il resveratrolo,
o di nuova sintesi, come il TTAS, possono interferire sul ciclo cellulare dei parassiti,
bloccando la loro attivita replicativa. Nell'ambito dei derivati di sintesi del resveratrolo
si e osservato che tali composti, contenenti gruppi ossidrilici, sono dotati di un effetto
antiossidante, antiproliferativo e proapoptotico sia su cellule neoplastiche che in
colture di Leishmania. I composti terfenilici, mostrano un’efficace attivita
farmacologica come  immunosoppressori,  neuroprotettori,  anti-trombinici,
anticoagulanti, inibitori enzimatici specifici e agenti citotossici. Nella ricerca corrente
I1ZS SI 08/12 si e evidenziato che lo stilbene ST18 e il terfenile TR4 presentano un
interessante effetto anti Leishmania e una bassa citotossicita in colture macrofagiche,
azione che potra essere potenziata incapsulando I’'ST18 e TR4 in nanoparticelle

innovative, carrier oggetto di studio nella RC IZS SI 09/11.

Obiettivi: Con il presente lavoro ci si propone di identificare nuove molecole con

azione citotossica, non solo per il parassita Leishmania infantum, endemico nel nostro
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territorio, ma comprendere I’azione leishmanicida dell’ST18 e del TR4 in differenti
specie Leishmania, quali L. major, L. amazoniensis, L. aethiopica, L. braziliensis, L.
donovani, e L. tropica. Il progetto si prefigge inoltre, di comprendere i profili
citochinici sviluppati da macrofagi infetti con il parassita in modelli cellulari in vitro,
dopo trattamento con ST18 e TR4, al fine di comprendere il potenziale effetto
immunomodulante. Infine, lo studio avra I’obiettivo di valutare la tossicita dei
composti in modelli sperimentali in vivo e I’eventuale riduzione della carica
parassitaria, al fine di identificare nuovi composti con un potere leishmanicida, che
possano essere arruolati nell’approccio terapeutico della leishmaniosi.

Risultati:

Nel presente studio abbiamo osservato che TR4 era molto attivo in tutte le specie di
Leishmania trattate, mostrando un‘attivita leishmanicida superiore a quella di ST18 e
antimoniato di meglumina, farmaco di riferimento per le Leishmaniosi, nella maggior
parte delle specie. Mediante analisi citofluorimetrica e saggi dell’ Annessina V si ¢
proceduto a comprendere i meccanismi di morte cellulare indotta da tali composti nel
parassita Leishmania: il trattamento del parassita con 10 mg/mL con St18 e Tr4 per 48
h induce ’esternalizzazione del PS indicando che la possibile causa di morte del
parassita e per attivazione apoptotica. Inoltre, TR4 e stato in grado di diminuire i livelli
di IL-10, una citochina in grado di rendere inattivo il macrofago ospite permettendo la
persistenza dei parassiti all'interno del suo fagolisosoma, e aumentare i livelli di IL-1p,
una citochina importante per la resistenza dell'ospite all'infezione da Leishmania dalla
produzione inducibile di NO mediata da iNOS e IL-18, una citochina implicata nello
sviluppo della risposta immunitaria di tipo Thl.

La sperimentazione in vivo in modelli murini BALB-C, dopo tre somministrazioni di
1x107 L. infantum/mL (tempo inoculo 0, 7 giorni e 14 giorni) per via intraperitoneale,
ha confermato come il modello murino Balb/C non sia il modello sperimentale

adeguato per simulare una Leishmaniosi da infezione di L. infantum, in quanto in tutte
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le matrici analizzate mediante Real Time PCR si ¢ dimostrata un’assenza della carica
parassitaria.

In questo studio preliminare, inoltre, ¢ stato valutato I’effetto tossico acuto dei due
nuovi composti, in seguito a singola somministrazione a concentrazione crescente in
modelli murini non infetti da Leishmania. Dall’analisi istologica degli organi murini Si
e osservata una sofferenza a livello renale ed epatico. Per il rene sono stati quantificati
I tubuli necrotici, e il numero di cellule glomerulari. | dati evidenziano un aumentare
della tossicita all’aumentare della concentrazione per quanto riguarda il TR4, nel caso
del composto ST18 invece emerge differenza tra 50 e 100 mg/ml (considerando che la
quantificazione pero é riferita ad un solo animale e quindi statisticamente non
significativa). Nel secondo campionamento invece un grosso peso ha il solvente,
DMSO, con un valore di necrosi prossimo a quello dei composti utilizzati.
Conclusioni: In conclusione con il presente progetto abbiamo dimostrato che lo
stilbene St18 e il terfenile TR4 presentano una interessante azione citotossica nei
confronti di tutte le specie di Leishmania, determinando una morte apoptotica dei
parassiti. Inoltre i composti hanno dimostrato come siano in grado di modulare i livelli
di citochine coinvolte nella regolazione del sistema immunitario contro la Leishmania.
Infine, i dati ottenuti nei saggi in vivo confermano come il modello murino BALB-C
non é da considerarsi un ottimo modello sperimentale, per le infezioni da L infantum,
in quanto sviluppa una risposta TH1 che determina una risoluzione spontanea della
patologia. Alla luce dei risultati ottenuti I’azione citotossica e leishmanicida dei
composti oggetto di studio sara quindi valutata in modelli sperimentali diversi dal
modello murino Balb/C. E’ stata richiesta I’autorizzazione, subito approvata dal
ministero (n 679/2018-PR prot. 28875.26), a continuare questa sperimentazione in un
altro modello sperimentale: il criceto (Mesocricetus auratus). Inoltre si procedera ad
utilizzare un solvente differenze al DMSO per solubilizzare ST18 e TR4 che non mostri

tossicita negli organi dei modelli sperimentali.
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