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RESUMO

As leishmanioses compdem um grupo de doencas tropicais infecciosas, endémicas e
prioritarias globalmente. Frente a indisponibilidade vacinal, baixa disponibilidade, alto
custo e toxicidade de farmacos, o uso de drogas comercializadas para tratamento de
outras doengas, que nao aquelas tradicionalmente propostas pelo fabricante, é
desejavel. Neste contexto destacam-se os farmacos Ivermectina (IVM) e Dipropionato
de Imidocarb (DPI), cuja potencial atividade anti-leishmania pode ser investigada. O
objetivo geral € avaliar a atividade anti-leishmania dos farmacos veterinarios IVM e
DPI. Os materiais e métodos compreendem experimentacao in vitro, realizada por
meio de teste de viabilidade das promastigotas (obtido pelo teste MTT) e amastigotas
(obtido por leitura no equipamento Operetta®) de L. braziliensis e L. infantum frente
aos farmacos, teste de citotoxicidade das linhagens celulares VERO e THP-1 frente
aos farmacos. Para as formas amastigotas foi empregada a linhagem THP-1 como
células hospedeiras. A curva de crescimento das promastigotas de L. braziliensis e L.
infantum frente aos farmacos IVM e DPI foi realizada ao longo de oito dias
consecutivos. Os resultados foram analisados com auxilio de testes estatisticos;
p<0,05 representou diferenca estatistica significativa entre o teste e o grupo controle.
A analise da viabilidade da IVM frente & promastigota de L. braziliensis e de L.
infantum apresentou diferenca estatistica em todas as concentrag¢des. A viabilidade
do DPI frente a promastigota de L. braziliensis apresentou diferenga estatistica entre
as concentracdes de 100 e 1,23 ug/mL; e entre 100 a 3,7 ug/mL frente a promastigota
de L. infantum. Quanto & citotoxicidade da IVM frente as células VERO, houve
diferenca em todas as concentra¢des; quanto ao DPI houve diferenga estatistica
apenas na concentracao de 333,33ug/mL. No teste de citotoxicidade da IVM frente as
células THP-1 houve diferenca estatistica nhas duas maiores concentragdes, 100 e
33,33ug/mL; para DPl a analise mostrou nao haver diferenca nas diversas
concentragdes. Na analise da viabilidade das amastigotas de L. braziliensis com IVM,
nao houve diferenga entre as concentracoes testadas, diferentemente dos testes com
amastigotas de L. infanfum, em que houve diferenca estatistica das concentragoes
mais altas, 17 e 3,4ug/mL. Na viabilidade das amastigotas de L. braziliensis com DPI,
houve diferenca estatistica nas concentragdes 25, 5 e 1ug/mL; para amastigotas de
L. infantum houve diferenca nas concentracoes de 25 e 5 ug/mL. A IVM foi eficaz
contra os parasitos, porém toxica contra as células; o DPI foi eficaz contra os parasitos
e apresentou baixa toxicidade para as células. Conclui-se que o reposicionamento de
DPI para o tratamento de leishmanioses causadas por L. braziliensis e L. infantum &
promissor considerando a atividade anti-leishmania com baixa toxicidade
demonstrada in vitro. Resultado esse inédito e promissor para futuros ensaios in vivo.

Palavras-chave: Leishmaniose 1. Parasitos 2. Vetores de doencas 3.
Reposicionamento de farmacos 4. Leishmaniose cutanea 5. Leishmaniose visceral 6.
Drogas veterinarias 7.



ABSTRACT

Leishmaniases make up a group of infectious, endemic and priority tropical diseases
globally. Faced with vaccine unavailability, low availability, high cost and drug toxicity,
the use of drugs marketed for the treatment of other diseases, other than those
traditionally proposed by the manufacturer, is desirable. In this context, the drugs
Ivermectin (IVM) and Imidocarb Dipropionate (DPI) stand out, whose potential anti-
leishmania activity can be investigated. The general objective is to evaluate the anti-
leishmanial activity of the veterinary drugs IVM and DPI. The materials and methods
include in vitro experimentation, carried out by means of a viability test of
promastigotes (obtained by the MTT test) and amastigotes (obtained by reading in the
Operetta® equipment) of L. braziliensis and L. infantum against drugs, cytotoxicity test
of VERO and THP-1 cell lines against drugs. For amastigotes, the THP-1 cell line was
used as host cells. The growth curve of L. braziliensis and L. infantum promastigotes
against the drugs IVM and DPI was carried out over eight consecutive days. The
results were analyzed with the aid of statistical tests; p<0.05 represented a statistically
significant difference between the test and the control group. The viability analysis of
IVM against the promastigotes of L. braziliensis and L. infantum showed statistical
difference in all concentrations. The viability of DPI against the promastigote of L.
braziliensis showed statistical difference between the concentrations of 100 and 1.23
ug/mL; and between 100 and 3.7 ug/mL against the promastigotes of L. infantum. As
for the cytotoxicity of IVM against VERO cells, there was difference in all
concentrations; as for the DPI, there was a statistical difference only in the
concentration of 333.33ug/mL. In the IVM cytotoxicity test against THP-1 cells, there
was a statistical difference in the two highest concentrations, 100 and 33.33ug/mL; for
DPI the analysis showed no difference in the different concentrations. In the viability
analysis of L. braziliensis amastigotes with IVM, there was no difference between the
tested concentrations, unlike the tests with L. infantum amastigotes, in which there was
a statistical difference in the highest concentrations, 17 and 3.4ug/mL. In the viability
of L. braziliensis amastigotes with DPI, there was statistical difference in the
concentrations 25, 5 and 1ug/mL; for amastigotes of L. infantum there was a difference
in the concentrations of 25 and 5 ug/mL. IVM was effective against parasites, but toxic
against cells; DPI was effective against parasites and showed low toxicity to cells. It is
concluded that the repositioning of DPI for the treatment of leishmaniasis caused by L.
braziliensis and L. infantum is promising considering the anti-leishmanial activity with
low toxicity demonstrated in vitro. This unprecedented and promising result for future
in vivo tests.

Keywords: Leishmaniasis 1. Parasites 2. Disease vectors 3. Drug repositioning 4.
Cutaneous leishmaniasis 5. Visceral leishmaniasis 6. Veterinary drugs 7.
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1 INTRODUGAO

A leishmaniose é uma doenca transmitida por vetores flebotomineos e causada
por protozoarios intracelulares obrigatérios do género Leishmania spp. Existem dois
tipos clinicos de leishmaniose: leishmaniose tegumentar (LT) e leishmaniose visceral
(LV). No Brasil, a primeira, causada por duas formas principais de protozoarios: L.
amazonensis e L. braziliensis. Caracteriza-se por feridas na pele e localizadas, mais
frequentemente, nas partes descobertas do corpo. Tardiamente, podem surgir feridas
nas mucosas do nariz, boca e garganta. O segundo tipo, é causado pela Leishmania
infantum e é considerada uma doenca sistémica, pois acomete varios o6rgaos,
principalmente figado, baco e medula 6ssea. E uma doenca de evolugdo longa,
podendo durar alguns meses ou até ultrapassar o periodo de um ano (GHORBANI;
FARHOUD, 2018).

A transmissao do protozoario ocorre da seguinte forma: O hospedeiro
invertebrado (flebotomineo) pica o hospedeiro vertebrado, injetando formas
promastigotas (flageladas). Estas formas de protozoario sdo fagocitadas por
macrofagos, ou outros tipos de células fagociticas, transformando as promastigotas
em amastigotas. Estas, por sua vez, multiplicam-se dentro das células hospedeiras e
infectam outras células. O hospedeiro invertebrado, ao se alimentar do hospedeiro
vertebrado, ingere macréfagos infectados com amastigotas e essas transformam-se
em promastigotas no intestino do flebotomineo, e se multiplicam. Segundo o Ministério
da Saude (SAUDE, 2017a), os vetores mais comuns no Brasil sdo os géneros de
flebotomineos Lutzomyia e Phlebotomus.

Os exames de eleicao para o diagnoéstico das leishmanioses séo clinicos,
epidemiologicos e laboratoriais como, por exemplo, reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), histopatolégico, imunofluorescéncia indireta, ELISA e até mesmo exame
parasitologico (SAUDE, 2014; 2017a; 2017b).

Os medicamentos atualmente preconizados pelo MS para o tratamento das
leishmanioses sdo o antimoniato de meglumina, isetionato de pentamidina e
anfotericina B, todos de uso sistémico (BRASIL, 2022a). Recentemente adicionou-se
a Miltefosina como tratamento para LT. Além de ndo haver vacinas para humanos,

existe a problematica da pequena gama de farmacos disponiveis, seu alto custo, alta
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toxicidade e também o potencial de resisténcia a esses medicamentos, observado em
varios paises endémicos (GHORBANI; FARHOUD, 2018).

Quanto ao reposicionamento de farmacos, trata-se de uma estratégia onde
utilizam-se farmacos ja comercializados para tratamento de outras doengas que nao
aquelas tradicionalmente propostas pelo fabricante. O desenvolvimento de um novo
farmaco é um processo dificil, vagaroso e de alto custo, visto que a proposi¢ao de um
novo composto, farmaco ou nova utilizacdo de um farmaco, € um processo que
necessita integrar informacdes de diversos campos do conhecimento (MARION et al.,
2020). Por isso a importancia do reposicionamento de farmacos, cuja metodologia
diminui gastos, estudos clinicos e burocracia, visto que a farmacologia e toxicologia
desses medicamentos ja sdo conhecidas (MARION et al., 2020).

A ivermectina (IVM) é um antiparasitario amplamente utilizado na medicina
veterinaria desde a década de 1970. Atualmente, € indicada para o combate a
parasitos internos e externos em bovinos, ovinos e suinos, além do tratamento da
sarna sarcoptica e demodécica, verminoses gastrointestinais e dirofilariose (verme do
coracao) em caes e gatos (LAING et al., 2017).

O dipropionato de imidocarb (DPI), também licenciado na década de 1970, € o
principal produto de escolha contra Babesia spp (B. bovis; B. bigemina) em bovinos,
ovinos, equinos e caes (BRANDER et al., 1991), além de combater anaplasma (A.
marginale) em bovinos e infecgdes por erliquiose (E. canis) em caes (MARTINS,
2019). Esse farmaco é considerado um inibidor da sintese de acidos nucléicos,
imobilizando e inviabilizando helmintos (SILVA, 2019; SILVA et al., 2008).

1.1 JUSTIFICATIVA

Devido a falta de uma ampla gama de medicamentos para combater os
diversos tipos de leishmanioses, esse trabalho se faz necessario, utilizando-se outros
medicamentos, previamente aprovados, ha muito tempo utilizados e com eficacia
garantida ao tratamento inicialmente proposto.

De acordo com estudos, sabe-se da importancia e eficacia da IVM no combate a endo
e ectoparasitas. Frente a isso, testou-se o farmaco para verificar sua possivel
atividade anti-leishmania. A mesma condigcao se aplica ao DPI| e apesar de nao ser

tdo explorado, seus resultados sao potencialmente promissores.
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1.2 HIPOTESE

Tem-se como hipdétese de pesquisa: Os farmacos veterinarios IVM e DPI
apresentam atividade anti-leishmania in vitro frente a Leishmania braziliensis e

Leishmania infantum.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade anti-leishmania dos farmacos veterinarios Ivermectina e

Dipropionato de imidocarb.

1.3.2 Objetivos especificos

- Determinar a ICso das Leishmanias braziliensis e infantum promastigotas frente
as drogas IVM e DPI;

- Analisar a citotoxicidade da IVM e DPI frente as células VERO;

- Analisar a citotoxicidade da IVM e DPI frente as células THP-1;

- Obter o indice de seletividade de ambas drogas (IVM e DPI) frente a formas
promastigotas e amastigotas de Leishmanias spp (L. braziliensis e L. infantum);

- Analisar a curva de crescimento das formas promastigotas de Leishmanias
braziliensis e infantum frente as drogas IVM e DPI;

- Comparar os efeitos dos farmacos IVM e DPI sobre as formas promastigotas e

amastigotas de Leishmanias braziliensis e infantum.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaninas spp.

Leishmanias spp. sao protozoarios da familia Trypanosomatidae, género
Leishmania, causadores das leishmanioses, doencas infecciosas de notificacdo
obrigatéria. Acometem mamiferos, domésticos e silvestres; e secundariamente o
homem. Consistem em agravo a saude com evolugéo cronica; sendo considerados

primariamente como zoonose, podendo acometer o homem frente seu contato no ciclo
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de transmissdo do parasito, transformando-se em antropozoonose. A LT, também
denominada de mucocutanea, compromete a pele e/ou mucosas. A LV se apresenta
com comprometimento de orgaos internos. (FIOCRUZ, 2022; BRASIL, 2014; 2022b;
DUARTE, BADARO; 2009). As leishmanioses estdo entre o grupo de doencas
tropicais negligenciadas; compreendem uma das sete endemias mundiais de
prioridade absoluta pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), sendo que 90% dos
casos de LV correspondem a india, Bangladesh, Nepal, Sud&o e Brasil (CDC, 2017).

2.1.1 Ciclo bioldgico e transmissao

Nas diversas formas de leishmaniose é imperativa a participacdo de um vetor
previamente infectado (BRASIL, 2022b). Na América, incluindo o Brasil, as fémeas de
insetos flebotomineos, das espécies Lutzomyia e Phlebotomus, sao hospedeiros
intermediarios e vetores do protozoario (SAUDE, 2017b), a partir de animais silvestres
e cachorros domésticos (GOLDSMITH, 2004), assim como do homem, considerados
hospedeiros definitivos (FALQUETO, SESSA; 2009). Por meio da picada de fémeas
infectadas ocorre a transmissao do parasito, cujo desenvolvimento se da, em média,
dois meses depois para os casos de LT, ou de dois a seis meses para os casos de LV
(BRASIL, 2022b).

A depender da localizagdo geografica, o flebotomineo & conhecido como
mosquito palha, tatuquira, birigui ou asa-dura, entre outros (Figura 1).
Caracteristicamente, esses insetos apresentam coloragado amarelada ou de cor palha,
dando origem ao nome popular; quando em repouso suas asas permanecem
semiabertas e eretas. (BRASIL, 2022b). Os caes (Canis familiaris) sao a principal fonte
de infecgao, sendo essa mais prevalente nesses animais quando comparados ao ser
humano. A enzootia precede a ocorréncia ho homem; porém, no ambiente silvestre,
roedores, raposas, edentados, marsupiais e canideos sao hospedeiros e possiveis
reservatorios naturais (ROQUE, JANSEN; 2021).

Ha duas formas distintas no ciclo vital das leishmanias (Figura 2). Apds o
repasto, as formas amastigotas, pelas células hospedeiras (fagociticas), alcangcam o
tubo digestivo do vetor e se transformam em promastigotas no intestino do
flebotomineo, apds multiplos estagios. Passados quatro a cinco dias, o flebotomineo,

também considerado hospedeiro invertebrado e intermediario, € capaz de transmitir o
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parasito a um novo hospedeiro vertebrado; o promastigota inoculado na pele do
mamifero, por regurgitacdo no repasto sanguineo, se acopla ao macréfago, é
fagocitado, perde o flagelo e inicia sua replicagédo por divisdo binaria, caracterizando
0 segundo ciclo vital (amastigota). No hospedeiro do mamifero, portanto, o parasito
encontra-se na forma amastigota, dentro do fagécito (BRASIL, 2010; GOLDSMITH,
2004; FALQUETO, SESSA; 2009; DUARTE, BADARO; 2009), o parasito se multiplica
nessa unica célula, até destrui-la, liberando os protozoarios que serdo novamente
fagocitados ou ingeridos pelos insetos flebotomineos, ao sugarem o sangue do
hospedeiro definitivo (DUARTE, BADARO; 2009).

FIGURA 1 - FEMEA DE FLEBOTOMINEO INGURGITADA

FONTE: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar 2017 (SAUDE, 2017).



23

FIGURA 2 - CICLO DE TRANSMISSAO DA Leishmania spp.
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LEGENDA: (1) Flebotomineo pica o hospedeiro (humano) injetando promastigotas. (2) Promastigotas
sdo fagocitadas pelos macréfagos ou outros tipos de células fagociticas mononucleares. (3)
Promastigotas se transformam em amastigotas. (4) Amastigotas multiplicam-se dentro das células ou
diferentes tecidos e infectam outras células. (5) Flebotomineos se alimentam deste hospedeiro,
ingerindo macroéfagos infectados com amastigotas. (6) Ingestéo de células parasitadas. (7) Amastigotas
transformam-se em promastigotas no intestino do flebotomineo. (8) Promastigotas se multiplicam no
intestino do flebotomineo.

2.1.2 MORFOLOGIA DA L. braziliensis E L. infantum

Caracterizadas como parasitos intracelulares obrigatorios, as leishmanias se
reproduzem dentro do sistema mononuclear dos mamiferos suscetiveis. Os parasitos
L. braziliensis e L. infantum possuem duas formas principais: promastigota e
amastigota (Figura 3). A primeira possui forma flagelada (extracelular) e se encontra
presente no tubo digestivo de flebotomineos e nos meios de cultura a 25° C (RANGEL,;
LAINSON, 2009). A promastigota tem forma de losango adelgacado de 10 a 15 pm,
com flagelo movel, que emerge da base, medindo entre 15 a 28 um (Figura 4). Sua
fungdo é impulsionar o parasito para frente (DUARTE; BADARO; 2009). A segunda
forma, amastigota, apresenta-se néo flagelada, encontra-se intracelular e mede entre

3 e 6 um de diametro.



FIGURA 3 - FORMAS FLAGELADA OU PROMASTIGOTA (A) E NAO FLAGELADA OU
AMASTIGOTA DA Leishmania spp. (B).
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FONTE: Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar 2017 (SAUDE, 2017).

FIGURA 4 - FORMA PROMASTIGOTA DE Leishmania spp EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)
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Jul 25, 2019
FONTE: Curso de Inverno ICC/FIOCRUZ. Arquivo pessoal, 2019.

2.1.3 LEISHMANIOSES

2.1.4 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Caracterizada como zoonose infecciosa, nao contagiosa, a LT € doencga de
evolucao crénica que acomete, isoladamente ou em associacao, a pele e mucosas do
nariz, boca, faringe e laringe (FALQUETO; SESSA, 2009; BRASIL, 2010).
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Os agentes etiolégicos dessa enfermidade sao distintos protozoarios do género
Leishmania spp; pelo menos 14 espécies de parasitos causam a LT no homem
(FALQUETO; SESSA, 2009). Somente nas Américas foram identificadas 11 espécies
dermotropicas causadoras da doenga no homem e oito em outros animais (BRASIL,
2010). Existem dois subgéneros, de acordo com a taxonomia proposta por Lainson e
Shaw em 1987, Viannia e Leishmania. Os parasitos do subgénero Viannia sao: L.
braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. peruviana, L. lainsoni, L. shawi, L. naiffi,
L. colombiensis e L. lindenbergi. Os parasitos do subgénero Leishmania sao: L.
infantum, L. mexicana, L. amazonenses, L. venezuelensis, L. pifanoi e L. garnhami.
(FALQUETO; SESSA, 2009).

Dependendo da espécie envolvida na infeccado e da resposta imune, as lesées
evoluem desde pequenas papulas para placas ulceradas e secas a grandes ulceras
com bordas bem delimitadas, endurecidas e indolores (GOLDSMITH, 2004). A doenca
se manifesta desde infec¢Oes subclinicas até formas mucosas graves e mutilantes
(FALQUETO; SESSA, 2009).

A precaria assisténcia médica nas zonas rurais e cura espontanea da doenca
contribuem para baixo diagnéstico, falta de registro e subnotificacdo da doenca.
Contudo, deve-se considerar que a LT é autoctone nas Américas, exceto no Canada,
e Chile. A patologia pode ser classificada como uma doenga profissional, por sua
relacdo com a atividade de desmatamento associado a colonizacdo, construcao de
estradas, mineragéo, garimpo, extracdo de madeira, plantagcdo de cacau e extragao
de latex. Por outro lado, sua ocorréncia tornou-se progressiva em ambiente domiciliar,
em locais de aproximacao entre a floresta e 0 ambiente urbano. (FALQUETO; SESSA,
2009).

2.1.4.1 Epidemiologia da leishmaniose tegumentar

O agente Leishmania (Viannia) braziliensis ocorre na maioria dos estados brasileiros
(Figura 5), inclusive na Regiao Sul, tanto em areas florestais inexploradas quanto em
areas de colonizacao antiga, nas quais também acomete animais domésticos. A

persisténcia da endemia nas cidades reforca a hipétese de que animais domésticos
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representam fonte de infeccao para o homem. Contudo, as populacdes rurais das
Regides Norte e Nordeste, pelas caracteristicas de colonizagdo recente, com
abundantes areas florestais, sdo francamente atingidas pela zoonose (FALQUETO;
SESSA, 2009), a Regiao Norte registra o maior numero de casos (BRASIL, 2022b).

FIGURA 5 - CASOS DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR NO BRASIL EM 2020

Casos UF
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FONTE:https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/l/It/arquivos/It-graficos-e-mapas. pdf

2.1.5 LEISHMANIOSE VISCERAL

A LV é considerada uma doenca sistémica, com distribuicdo na Asia, na
Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas, onde também é denominada
leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neotropical. Esse agravo pode ser
causado por trés subespécies: Leishmania (L.) donovani, Leishmania (L.) chagasi e

Leishmania (L.) infantum.

Reconhecida como protozoose, deixou de ser uma doenca de carater
eminentemente rural, passando a se expandir para areas urbanas de médio e grande
porte (BRASIL, 2010; 2014; 2022b). Essa enfermidade tem como agente etioldgico,
no Novo Mundo, a Leishmania infantum, como vetor flebotomineos do género

Lutzomyia, e o cdo como principal reservatoério vertebrado na area urbana (MORAIS
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et. al., 2020). Embora existam outras formas de transmissdo do protozoario ao
homem, tais como transfusdo sanguinea, transplante de o6rgéos, acidentes de
laboratorios, compartilhamento de agulhas e transmissao congénita, a transmissao
habitual se da pela picada de fémeas de flebotomineos infectadas. Frente ao
acometimento sistémico da doenca, quando ndo tratada pode levar a obito até 90%
dos casos (BRASIL, 2022a).

Também reconhecida como Calazar ou Febre negra, € caracterizada por
exuberante hepatomegalia, leucopenia, anemia, febre irregular, emagrecimento e
palidez. Pessoas caucasianas podem apresentar hiperpigmentacao da pele,
especialmente, nas maos, pés, abdome e testa; negros podem manifestar erupcoes
verrucosas ou Ulceras cutaneas. (DUARTE; BADARO, 2009; GOLDSMITH, 2004).
Coinfeccao com HIV, com ou sem AIDS, sao relatados no Mediterraneo e América do
Sul. (GOLDSMITH, 2004).

Ha, na atualidade, poucas notificacbes de LV por falta da inclusao da
enfermidade nos diagnosticos diferenciais, na clinica humana e veterinaria, com
discrepancia entre maior prevaléncia frente aos casos notificados (DIAS et al., 2022).
Esses pesquisadores mostraram que um dos motivos da prevaléncia de LV em areas
endémicas ser maior do que a doenca clinica aparente € a falta da transformacao dos
dados em informacgdes uteis. Os dados apontam que a qualidade das informacgoes, e

de sua organizacao, contribui para a tomada de decisao no manejo da endemia.

2.1.5.1 Epidemiologia da leishmaniose visceral

Na América Latina, a LV foi descrita em pelo menos 12 paises, com 90% dos
casos ocorridos no Brasil. A Regiao Sul € a unica com raros registros de casos de LV,
0 maior numero de casos dessa doencga concentra-se, historicamente, na Regiao
Nordeste (Figura 6), a qual respondeu por 90% dos casos na década de 1990, com
reducado progressiva frente a expansao da doenga para outras regidoes do pais
(BRASIL, 2014; 2022b). Em 2012, o maior numero de mortes foi registrado entre
pessoas de faixa etaria entre 35 e 49 anos (45 mortes), seguido de 50 a 64 anos (37
mortes) e 65 a 79 anos (25 mortes). Nos ultimos anos, a letalidade vem aumentando
gradativamente, passando de 7,6% em 2012 para 10,5% em 2021 (BRASIL, 2022b).
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FIGURA 6 - CASOS DE LEISHMANIOSE VISCERAL NO BRASIL EM 2020
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FONTE:https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/l/leishmaniose-

visceral/arquivos/atualizacao-21-10-2022/Iv-graficos-e-mapas.pdf

2.1.6  TRATAMENTO DAS LEISHMANIOSES

Para tratamento das LT e LV sdo considerados trés mesmos farmacos:
antimoniato de N-methyl meglumina (Glucantime®), isetionato de pentamidina
(Pentacarinat®) e anfotericina B (Fungizon®), todos de uso sistémico.

A diferenca é que para a LT, somada a esses medicamentos, vém-se utilizando
a miltefosina (hexadecilfosfocolina) fornecida pelo SUS (Sistema Unico de Saude),
com resposta positiva. Este medicamento foi originalmente desenvolvido para
tratamento de metastases cutdneas em carcinomas mamarios e, posteriormente, em
estudos realizados na india, descobriu-se a eficacia terapéutica no tratamento das
leishmanioses (BRASIL, 2018).

Revisao de literatura mostrou a indugao, pelo tratamento, de dores articulares,
nauseas e vomitos, febres, anormalidade no eletrocardiograma e nos niveis de
transaminases, pancreatite, neurotoxicidade, toxicidade hepatica e toxicidade
hematoldgica. (QUEIRAO et al., 2019). O tratamento das Leishmanioses deve ser

feito, de preferéncia, com o paciente hospitalizado para evitar falhas terapéuticas,
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deteccao e tratamento precoce dos efeitos secundarios. A toxicidade sistémica, em
especial a renal e a cardiaca exigem acompanhamento especial aos pacientes. Dessa
forma, deve-se considerar a idade, a presenca de comorbidades e de gravidez.
(COSTA; COSTA, 2021; LLANOS-CUENTAS, 20121; OVALLE-BRACHO, 2021).

Para pacientes com tratamento com antimoniais sugere-se o seguimento de
pessoas com mais de 50 anos com eletrocardiograma semanal para monitorar
possiveis alteracdes frente a tratamentos sistémicos, acompanhamento com exames
bioquimicos € recomendado frente a potenciais eventos adversos do medicamento ou
com os sintomas do paciente; e sua orientagdo para procurar imediatamente
atendimento médico caso eventos clinicos ocorram. (COSTA; COSTA, 2021;
LLANOS-CUENTAS, 20121; OVALLE-BRACHO, 2021)

Quando em uso, o farmaco antimoniato de meglumina observou-se alteracdes
crescentes no teor da amilase; no tratamento agudo descreve-se pequenas
congestdes celulares, toxicidade hepatica subaguda e leve congestdo; nos rins
provoca alteragdes bioquimicas, como aumento de potassio, ureia e creatina. Outros
efeitos colaterais sao artralgia, mialgia, inapeténcia, nauseas, vomitos, plenitude
gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaléia,
tontura, palpitacao, insdnia, nervosismo, choque pirogénico, edema, herpes zoster e
insuficiéncia renal aguda. Esse farmaco n&o deve ser administrado em gestantes; em
pacientes com mais de 50 anos, em portadores de cardiopatias, nefropatias,
hepatopatias e/ou doenca de Chagas, frente ao risco de toxicidade, exige vigilancia
permanente, com eletrocardiograma, provas de funcao renal e provas de funcao
hepatica. (QUEIRAO et al., 2019).

Anfotericina B (Fungizon) é a droga de segunda escolha, empregada quando
nao se obtém resposta ao tratamento com antimonial. Contudo, é necessaria a
avaliacao clinica e laboratorial antes do inicio do tratamento, avaliagdo cardiologica e
da funcao renal e hepatica; as quais devem ser repetidas semanalmente; em caso de
idosos, reavaliagdes da funcdo renal e cardiaca deve ser feita duas vezes por semana,
desde que haja alteragoes. Os efeitos colaterais desse farmaco sao: febre, anorexia,
nauseas, vomitos e flebite. (QUEIRAO et al.; 2019).



30

Isotionato de Pentamidina (Pentacarinat) tem efeito hipoglicemiante, devendo ser de
administracdo pés-prandial. As reagbes adversas mais frequentes sao dor,
endurecimento e abcessos estéreis no local da aplicacdo intramuscular, nauseas,
vomitos, tonturas, fraqueza muscular, mialgia, cefaleia, hipotensdo, sincope,
hiperglicemia e hipoglicemia. Diabetes mellitus pode ocorrer a partir da administracao
da dose total de um grama; recomendando-se controle das fung¢des renal, hepatica e
glicemia  periodicamente, durante o tratamento. O acompanhamento
eletrocardiografico, antes, durante e no final do tratamento € também recomendado.
Esse farmaco também € contraindicado para gestantes, portadores de diabetes,
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica, doengas cardiacas e criangas com menos

de oito quilogramas de peso. (QUEIRAO et al., 2019).

Pacientes coinfectados por HIV respondem mal ao tratamento convencional da
leishmaniose visceral, sendo a anfotericina o tratamento de eleicdo nas Américas e
na regido do Mediterraneo. Ao escolher entre o antimonial e a anfotericina B deve-se
considerar o perfil de toxicidade e as interagées com outros medicamentos usados
pelo paciente. A terapia antirretroviral deve ser iniciada durante o tratamento contra
Leishmania spp. ou pouco depois para reduzir a possibilidade de aparecimento da
sindrome inflamatoria de reconstituicao imune. As pessoas com AIDS que apresentam
leishmaniose visceral como parte dessa sindrome devem ser tratadas imediatamente.
(COSTA; COSTA, 2021; LLANOS-CUENTAS, 20121; OVALLE-BRACHO, 2021).

Além de nao haver vacinas para humanos, as opgbes de tratamento das
leishmanioses sao limitadas devido ao pequeno numero de medicamentos e, em
parte, devido ao alto custo e efeitos adversos significativos (TASLIMI et al., 2016).
Os diversos efeitos colaterais dos farmacos usados para o tratamento das
Leishmanioses concorrem para a reducao da adesao terapéutica e abandono do
tratamento, reiterando a necessidade de pesquisas e desenvolvimento de novas
drogas, ajustes e readequacao dos esquemas terapéuticos, incluindo o emprego de
produtos naturais, com menor potencial de toxicidade. (QUEIRAO et al.; 2019). Outro
obstaculo no tratamento das leishmanioses € o potencial de resisténcia aos
medicamentos, evento observado em varios paises endémicos (GHORBANI;
FARHOUD, 2018; LLANOS-CUENTAS, 2021). Por isso se faz tao importante o
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reposicionamento de farmacos: baratear e encurtar longos prazos de testes de novos

medicamentos.
2.1.7 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS

Devido ao processo de desenvolvimento de um novo farmaco ser lento e
oneroso, opta-se, muitas vezes, pelo estudo do reposicionamento de farmacos, o que
significa destinar um medicamento previamente aprovado e utilizado para o combate
de doencas especificas, ao combate a outras enfermidades que ndo aquelas para as
quais o farmaco foi desenvolvido inicialmente. Além disso, o reposicionamento
promete rapido impacto clinico a um custo menor do que o desenvolvimento de novos
medicamentos (FONSECA, 2013).

Devido a escassez de investimento, essa estratégia € de particular interesse
para auxiliar no tratamento de doencas negligenciadas (MARION et al., 2020). Além
de ser economicamente viavel, o reposicionamento de farmacos representa menor
risco para os pacientes, devido esses ja serem aprovados clinicamente, tornando-se
uma questdo de crescente interesse. Ainda, a combinagdo entre farmacos
reposicionados pode apresentar sinergia, superando o problema da fraca atividade de

drogas individuais contra microorganismos multirresistentes (FONSECA, 2013).

2.2 IVERMECTINA

2.2.1 APRESENTACAO DO FARMACO

A IVM é um antiparasitario que no final da década de 1970 foi destinado para
uso veterinario (CAMPBELL, 2012). Gragas a sua alta eficacia, amplo espectro de
acao e margem de seguranca, a IVM foi introduzida na medicina humana no final da
década seguinte, principalmente para tratamento contra a oncocercose (SPINOSA et
al., 2008). Atualmente, a IVM é muito utilizada no combate a parasitos internos e
externos como piolhos e carrapatos em bovinos, ovinos e suinos, além do tratamento
da sarna sarcoptica e demodécica, verminoses gastrointestinais e dirofilariose (verme

do coragao) em caes e gatos (LAING et al., 2017).

2.2.2 UTILIZACAO E MECANISMO DE ACAO
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O mecanismo de acao da IVM se da através dos canais de cloro controlados
pelo acido glutdmico e, secundariamente, nos canais de cloro controlados pelo GABA
(acido gama-aminobutirico), ocasionando aumento no fluxo destes ions nas sinapses
nervosas em vermes redondos e na placa ou no botdo neuromuscular em artropodes.
Consequentemente, ha hiperpolarizagdo das membranas nervosas, ocasionando
paralisia flacida (motora), morte e eliminagao dos parasitos. A aplicagao da IVM se da
por via subcutanea, 1mL a cada 50kg de peso vivo (bovinos e ovinos) e 1 mL a cada
33 kg de peso vivo (suinos) (MARTINS, 2019). Para pequenos animais, sua

apresentacao € em comprimidos de 3, 6, e 12 mg.

2.3 DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

2.3.1 APRESENTAGCAO DO FARMACO

O DPI foi licenciado por alguns paises e introduzido no mercado na década de
1970. Assim que entrou em circulagao, tornou-se rapidamente o produto de escolha
para o tratamento contra Babesia spp (B. bovis; B. bigemina) em bovinos, ovinos,
equinos e caes (BRANDER et al., 1991). Além de combater anaplasma (A. marginale)
em bovinos e Ehrlichia canis em caes, as quais sao transmitidas por diferentes
espécies de carrapatos e insetos, ou operagées mecanicas (vacinagdes, descornas,

castracgoes), e infecgdes por erliquiose (E. canis) em caes (MARTINS, 2019).

2.3.2 UTILIZAGAO E MECANISMO DE AGCAO

O DPI é comumente utilizado em bovinos, ovinos, equinos (1 mL/50 kg), via
intramuscular e em caes (5 a 7 mg/kg) por via intramuscular ou subcutdnea em duas
aplicagées com um intervalo de quatorze dias (OLICHESKI, 2003). Quanto aos efeitos
adversos do medicamento, observam-se sialorréia, diarréia, dispnéia, lacrimejamento
e depressao, podendo ocorrer também dor no local da aplicagdo e vémitos (NELSON;
COUTO, 1998). O DPI é considerado um inibidor da sintese de acidos nucléicos. Seu
mecanismo de acgao se da pela imobilizagdo dos helmintos induzindo uma paralisia
tébnica da musculatura (SILVA, 2019; SILVA et al., 2008). A paralisia € mediada pela
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potencializacdo e/ou ativacao direta dos canais de cloro sensiveis as avermectinas,
controlados pelo glutamato (YOVANY et al., 2010).

Além da toxicidade seletiva do DPI nao estar totalmente clara, sabe-se que ha uma
relagdo estrutural com as poliaminas, ou interferindo na producao e/ou na utilizagao
destas moléculas, ou prevenindo a entrada de inositol (fator de crescimento de
animais e microorganismos) nos eritrocitos infectados (DANTAS-TORRES;
FIGUEREDO, 2006).

3 MATERIAL E METODOS

Em colaboracdo com a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no Instituto
Carlos Chagas, em Curitiba/PR, no Laboratério de Biologia Celular (LBC), realizou-se
a experimentacdo de atividade anti-leishmania da IVM e do DPI, por meio de teste de
viabilidade dos tipos de leishmania L. braziliensis e L. infantum frente aos farmacos,
teste de citotoxicidade das linhagens celulares utilizadas, leitura final dos resultados e
fornecimento de imagens através da utilizacdo do Operetta®, equipamento
responsavel pela contagem de amastigotas intracelulares, e, por fim, comparac¢ao dos
efeitos dos farmacos IVM e DPI sobre as L. braziliensis e L. infantum.

Na figura 7 estdo descritas as atividades de pesquisa realizadas, na forma de

fluxograma.
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3.1 PARASITOS E FARMACOS UTILIZADOS

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas as cepas referéncia de L.
braziliensis (MCAN/BR/1998/R619) e L. infantum (MHOM/BR/74/PP75). Os parasitos
foram mantidos em meio bifasico contendo Novy-MacNeal Nicole (NNN) e Schneider
(suplementados com 10% SBF e antibidtico), por meio de repiques a cada 3-4 dias
em estufa a 25°C.

Foram utilizados os medicamentos comerciais lvomec® (Merial) e Imizol®
(MSD) como fonte das drogas IVM e DPI, respectivamente. Para os calculos de
concentragdo das drogas nos ensaios foram utilizadas, como referéncia, a
concentragdo dos principios ativos dos medicamentos, tendo seus valores de
concentracoes expressos em PUM, ambos farmacos ficaram com concentracdao de
1000pg/mL.

3.2 ENSAIOS DE VIABILIDADE IN VITRO DOS PARASITOS FRENTE AOS
FARMACOS IVM E DPI

3.2.1 ENSAIOS EM PROMASTIGOTAS

As culturas de ambos os parasitos (L. braziliensis e L. infantum) em fase
exponencial de crescimento foram ajustadas para a concentracdo de 1x108
parasitos/mL, por meio de contagem em camara de Neubauer, e incubados (25°C) em
placas de 96 pocos, com as drogas em diversas concentracdes, por 24 horas.

Apds a incubagdo, a ICsp - concentragdo das drogas capaz de reduzir 50% da
viabilidade celular dos parasitos - (calculada pela regressao nao linear através do
GraphPad Prism®), determinou a viabilidade celular das culturas; o mesmo ocorreu
com ICgo- concentragado das drogas capaz de reduzir 90% da viabilidade celular dos
parasitos - (determinada pela calculadora ECanything também do GraphPad Prism®.
Para que isso ocorresse, foi feito o ensaio colorimétrico do MTT (Brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazo-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) (MEERLOO, 2011), onde a redugao do MTT a
formazan (sal de coloragao arroxeada e insoluvel em agua) € diretamente proporcional
a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (MOSMANN, 1983). Neste ensaio, apos

a incubacdo de 24h, as culturas tiveram suas viabilidades determinadas com a adigdo
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de 20 pyL de MTT (5 mg/mL) em cada poco da placa, seguidos por incubacao a 36°C
por 3 horas, e solubilizagdo dos cristais de formazam com 20 pL de SDS (dodecil
sulfato de s6dio) 10% e 30 pL de DMSO (dimetilsufoxido) 100%.

A leitura da absorbéancia dos pocos foi realizada em espectrofotometro a 550
nm. Para cada cepa de parasito foi utilizado um grupo controle (sem adi¢ao de drogas)
ao qual se assumiu 100% de viabilidade celular. Todo o experimento foi realizado em
triplicata. As concentragoes utilizadas no teste de viabilidade das promastigotas tanto
de L. braziliensis quanto de L. infantum foram: 100 ug/mL, 33,33 ug/mL, 11,11 ug/mL,
3,7 ug/mL, 1,23 ug/mL, 0,41 ug/mL, 0,137 ug/mL, 0,045 ug/mL e zero (controle).

3.2.2 ENSAIOS EM AMASTIGOTAS

Para os ensaios frente as formas amastigotas dos parasitos, foi empregada a
linhagem THP-1 como células hospedeiras. Os mondcitos foram mantidos a 37°C em
estufa umida, com atmosfera de 5% de CO>, em meio de cultura RPMI suplementado
com 10% de SFB, HEPES e 1% de antibidtico (Penicilina-Estreptomicina, Sigma®).
As culturas foram mantidas por meio de repiques semanais, até o crescimento com
alcance de 1x106 células/mL.

Posteriormente, as células THP-1 foram semeadas em placas de 96 pocos na
densidade de 5x10% células/pogo em meio RPMI 1640 contendo 200 nM de PMA
(phorbol myristate acetate). As placas foram incubadas em estufa por 96 horas para
haver diferenciacao celular a macrofagos aderidos, sendo que, na metade deste
tempo, o meio de cultura foi trocado por meio novo, sem PMA.

Concomitantemente a esse processo, parasitos referéncia de L. braziliensis e L.
infantum foram cultivados por seis a sete dias para que ficassem viaveis para serem
inoculados nas células ja aderidas e diferenciadas em macrofagos. A inoculacao foi
realizada na proporc¢ao de 10 parasitos para uma célula (10:1) e incubados overnight.
Apoés essa incubacao, os pocgos foram lavados com meio RPMI 1640 e as placas
incubadas por 48 horas. Nesse momento, as diferentes concentracdes das drogas
foram acrescentadas (em quintuplicata técnica por dose avaliada) a cada poco e as
placas incubadas por mais 48 horas.

As concentragdes de IVM utilizadas no teste de viabilidade das amastigotas tanto

de L. braziliensis quanto de L. infantum foram: 17 ug/mL, 3,4 ug/mL, 0,68 ug/mL, 0,136
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ug/mL e zero (controle). As concentragdes de DPI utilizadas no teste de viabilidade
das amastigotas tanto de L. braziliensis quanto de L. infantum foram: 25 ug/mL, 5
ug/mL, 1 ug/mL, 0,2 ug/mL e zero (controle).

Apos o tratamento, as células foram fixadas com metanol e coradas com Hoechst
(marcador fluorescente) para a realizagdo da contagem das amastigotas
intracelulares. Um grupo controle (sem tratamento) foi utilizado como 100% de
infeccao.

A atividade inibitéria dos compostos foi avaliada por meio da contagem do numero
de amastigotas, por célula, através do sistema de contagem automatizada de alta
performance Operetta® (PerkinElmer). Todo procedimento foi previamente
padronizado para Leishmania spp. pelo grupo de pesquisa (TIRADO, 2020).

A analise foi feita com base em imagens de 25 campos, capturados de forma
automatizada, na regiao central de cada poc¢o. Apds a captura, as imagens foram
analisadas pelo software conjugado Harmony®, com base em parametros como area,
formato e intensidade de fluorescéncia do nucleo e citoplasma das células THP-1,
além das amastigotas intracelulares. Deste modo, o software proporciona analise
robusta e precisa dos valores de amastigotas por célula, utilizada nos testes

estatisticos para determinacao das ICso dos medicamentos.

3.3 CITOTOXICIDADE DAS CELULAS VERO E THP-1 FRENTE AOS FARMACOS

A citotoxicidade das células foi obtida através da inoculagdo dos farmacos sobre
as células VERO e THP-1. O motivo pelo qual foram utilizadas as células THP-1 para
o experimento de citotoxicidade, foi devido a necessidade de avaliagdo do seu
comportamento sobre a acdo das drogas; visto que sua reagao frente aos farmacos
(IVM e DPI) nao poderia ser muito discrepante das células VERO, as quais sao muito
utilizadas na pratica laboratorial e de uso corriqueiro em testes de citotoxicidade. A
necessidade do teste de citotoxicidade em células THP-1 também foi para tornar
exatas as concentracdes ideais dos testes em amastigotas, estabelecendo-se as
concentragdes limites, ndo toxicas, para essa linhagem celular. As concentragdes
utilizadas para o teste de citotoxicidade das células THP-1 foram: 100 ug/mL, 33,3

ug/mL, 11,1 ug/mL, 3,7 ug/mL e zero (controle). Esse procedimento foi realizado em
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quintuplicata técnica, utilizando-se quatro diferentes concentragdes, além do controle

(sem droga).

3.4 CURVA DE CRESCIMENTO

Para determinacdo da curva de crescimento dos parasitos L. braziliensis e L.
infantum com as drogas, culturas em fase exponencial de crescimento foram
ajustadas para a concentracdo de 1x10% parasitos/mL e semeadas em placas de 24
pocos (1 mL por pogo). Cada cultura foi incubada com trés diferentes tratamentos e
em triplicata por concentracdo de droga analisada: o primeiro sem droga (grupo
controle), o segundo com as drogas nas concentragdes de ICso e o terceiro com as
drogas em concentragoes de ICgo.

Apos a incubacgao, suas absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro a
800nm a cada 24 horas, por 8 dias totais, de modo a se correlacionar o aumento da
absorbancia com a concentracao de parasitos na cultura (OUELLETTE et al., 1990),
0 que significa que quanto mais parasitos na cultura, mais luz é absorvida e maior € a

absorbancia.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi constatada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Os
valores de ICso foram determinados por meio de regressdo nao linear com uso do
Microsoft Excel 2016 e GraphPad Prism® (versao 8.0.0) utilizando-se os valores de
viabilidade celular frente a cada concentragdo de cada droga. A comparagao entre
diferentes grupos foi feita com o uso da analise de variancia One-way ANOVA seguida
do pos teste de Tukey’s para multi comparacdes. A comparacao entre diferentes
grupos das curvas de crescimento foram feitas com uso da analise de variancia Two-
way ANOVA, por se tratarem de dois grupos (tempo e as duas concentracgoes - ICso e
ICg0do farmaco utilizado - ao longo do tempo). Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.7 VIABILIDADE DAS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis e L. infantum
FRENTE AOS FARMACOS IVERMECTINA E DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

O grafico 1 mostra a viabilidade das promastigotas de L. braziliensis frente a
acao da IVM. A cultura de parasitos apresentou ICso de 6,22 pM, mostrando n&o haver

protozoarios habeis entre as concentragdes de 100 & 11,11 ug/mL.

GRAFICO 1 - VIABILIDADE DAS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis FRENTE A IVERMECTINA

Viabilidade da L. braziliensis x IVM
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FONTE: A autora (2022)

A analise da viabilidade da IVM frente a promastigota de L. braziliensis
apresentou diferenga estatistica em todas as concentragdes quando comparadas ao

grupo controle.

No grafico 2, pode-se observar que a viabilidade das promastigotas L.
braziliensis frente ao farmaco DPI nas concentragdes de 100, 33,33, 11,11 e 3,70
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ug/mL apresentam pouca atividade do parasito. A partir da concentracao 1,23 ug/mL

ha mais de 50% de parasitos ativos. O valor calculado do ICsp ficou em 5,62uM.

GRAFICO 2 - VIABILIDADE DAS PROMASTIGOTAS DE L. braziliensis FRENTE AO
DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

Viabilidade da L. braziliensis x DPI
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FONTE: A autora (2022)

A viabilidade do DPI frente a promastigota de L. braziliensis apresentou
diferenca estatistica entre as concentragdes de 100 e 1,23 ug/mL. Até o presente
momento ndo foram encontrados estudos relacionados a esses medicamentos (IVM

e DPI) frente a L. braziliensis, tornando esses resultados inéditos.

No grafico 3, a IVM mostrou-se mais téxica para as promastigotas de L.
infantum do que para as promastigotas de L. braziliensis, desde a concentragao de
100 ug/mL até a concentracdo de 1,23 ug/mL, apresentado no grafico 1. Na
concentracao de 3,70 ug/mL a viabilidade dos parasitos de L. infantum é menor que
20%, enquanto que nesta mesma concentracdo, os parasitos de L. braziliensis no
grafico 1 estdo com cerca de 75% de atividade. A ICsoda L. infantum frente a IVM no
grafico 3 ficou em 2,23uM. REIS et al. (2021) testaram o potencial de tratamento da
IVM humana em L. infantum. O medicamento efetivamente reduziu a porcentagem de
infeccdo e carga parasitaria em macrofagos infectados e tratados, além de exibir

atividade profilatica, inibindo a infecgdo de macrofagos com parasitas pré-tratados.
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Além disso, estudos preliminares sugeriram que a IVM tem como alvo as mitocondrias
do parasita. Obteve-se ICsode 3,64uM e o IS ficou em 117,45, o que foi satisfatorio,
haja vista que em nosso estudo a ICsoda L. infantum promastigota ficou em 2,23uM e
oIS em 2,2. Além de que as células hospedeiras trabalhadas no estudo citado foram

macrofagos murinos e globulos vermelhos humanos.

GRAFICO 3 - VIABILIDADE DAS PROMASTIGOTAS DE L. infantum FRENTE A
IVERMECTINA

Viabilidade da L. infantum x IVM
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FONTE: A autora (2022)

A viabilidade da IVM frente a promastigota de L. infantum também apresentou
diferenca estatistica em todas as concentragcdes quando comparadas ao grupo

controle.

No grafico 4 pode-se observar que houve cerca de 25% de viabilidade de
parasitos L. infantum sobre a acdo de 100ug/mL de DPI. O valor da ICso da L. infantum
frente ao DPI ficou em 17,89uM, dentre todos os testes de viabilidade, este foi o maior

valor.
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GRAFICO 4 - VIABILIDADE DAS PROMASTIGOTAS DE L. infantum FRENTE AO
DIPROPIONATO DE IMIDOCARB
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FONTE: A autora (2022)

A viabilidade do DPI frente a promastigota de L. infantum apresentou diferenca

estatistica entre as concentragdes de 100 a 3,7 ug/mL, frente ao controle.

42 CITOTOXICIDADE DOS FARMACOS IVERMECTINA E DIPROPIONATO
FRENTE AS CELULAS VERO

O resultado da citotoxicidade da IVM frente as células VERO foi de 4,94uM. Da
mesma forma, a citotoxicidade do DPI frente as células VERO foi de 150,3uM, ou seja,
30 vezes superior. Isso significa que a IVM é muito mais tdxica para a célula, o que
nos mostra o quanto o DPI é tolerado pelas células, tornando-se um farmaco
promissor para estudos futuros.

As concentragdes das drogas para o teste de citotoxicidade das células VERO
foram 10 vezes maiores do que as concentragdes das drogas utilizadas em células
THP-1, devido aquelas serem células mais resistentes.

BILGIN et al. (2013) estudou a viabilidade do Toxoplasma gondii frente a IVM humana
e a citotoxicidade foi testada em células Hep-2. Para esse tipo de célula a IVM nao foi

citotoxica. A 1Cso trabalhada foi de 0,2 ug/mL.
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De acordo com o grafico 5, ndo ha viabilidade celular até a concentragédo de
4,11 ug/mL, com isso, pode-se observar o grau de toxicidade da IVM frente as células
VERO. Sua ICso ficou em 4,94uM.

GRAFICO 5 - CITOTOXICIDADE DA IVERMECTINA FRENTE AS CELULAS VERO
Citotoxicidade IVM x VERO
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FONTE: A autora (2022)

Quanto a citotoxicidade da IVM frente as células VERO, houve diferenca

estatistica em todas as concentragbes quando comparadas ao grupo controle.

Diferentemente da IVM, o DPI ndo se mostrou téxico para as células VERO,
com excecao da alta concentracado de 333,33 ug/mL observada no grafico 6. O ICsg
do DPI foi calculado em 150,3uM.
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GRAFICO 6 - CITOTOXICIDADE DO DIPROPIONATO DE IMIDOCARB FRENTE AS CELULAS
VERO
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FONTE: A autora (2022)

No teste de citotoxicidade do DPI frente as células VERO houve diferenga

estatistica apenas na concentracao de 333,33 ug/mL comparado ao controle.

43 CITOTOXICIDADE DOS FARMACOS IVM E DPI FRENTE AS CELULAS THP-

No grafico 7 pode-se observar a citotoxicidade da IVM frente as células THP-1.
O intuito deste teste nesse tipo celular € avaliar o limite de concentracdo do farmaco
permitido sem inviabilizar a célula, por isso as doses respostas ndo necessariamente

tem concentragdes que inviabilizam a THP-1.
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GRAFICO 7 - CITOTOXICIDADE DA IVERMECTINA FRENTE AS CELULAS THP-1
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FONTE: A autora (2022)

No teste de citotoxicidade da IVM frente as células THP-1 houve diferenga
estatistica nas duas maiores concentragoes, 100 e 33,33 ug/mL, comparadas ao

controle.

Como demonstrado no grafico 8, o DPI possibilitou uma alta porcentagem de
viabilidade da célula THP-1.
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GRAFICO 8 - CITOTOXICIDADE DO DIPROPIONATO DE IMIDOCARB FRENTE AS CELULAS
THP-1
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FONTE: A autora (2022)

No teste de citotoxicidade do DPI frente as células THP-1 ndo houve diferenga

estatistica das concentracdes quando comparadas ao controle.

4.4 INDICE DE SELETIVIDADE (IS) DOS DOS FARMACOS IVM E DPI FRENTE

AS L. braziliensis E L. infantum

O IS mostrou que o DPI é mais efetivo contra os tipos de parasitos de L.
braziliensis e L. infantum do que contra as células hospedeiras (THP-1) e do que
contra células VERO. De acordo com a tabela 1, os IS da IVM para as promastigotas
de L. braziliensis e L. infantum foram calculados em 0,7 e 2,2 respectivamente. Os IS
do mesmo farmaco para as amastigotas de L. braziliensis e L. infantum ficaram em
1,4 e 1,3 respectivamente. Os IS do DPI para as promastigotas de L. braziliensis e L.
infantum foram calculados em 26,7 e 8,3 respectivamente. Os IS do mesmo farmaco
para as amastigotas de L. braziliensis e L. infantum ficaram em 32,8 e 39,9
respectivamente, sendo estes os melhores resultados comparados aos demais

valores de IS.
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TABELA 1 - INDICE DE SELETIVIDADE DOS DOS FARMACOS IVERMECTINA E DIPROPIONATO
DE IMIDOCARB FRENTE AS L. braziliensis E L. infantum

Farmacos indice de seletividade (IS)
L. braziliensis L. infantum
Promastigota Amastigota Promastigota Amastigota
VM 0,7 1,4 2,2 1,3
DPI 26,7 32,8 8,3 39,9

FONTE: A autora (2022)

4.5 VIABILIDADE DAS AMASTIGOTAS DE L. braziliensis e L. infantum FRENTE
AOS FARMACOS IVERMECTINA E DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

O calculo do resultado se deu através da contagem do numero de
amastigotas/célula, utilizando-se o equipamento Opereta®. Tanto o ICsp quanto o IS
das amastigotas de L. braziliensis frente a IVM apresentaram um baixo numero (3,48
e 1,4 respectivamente), o que significa que a IVM é extremamente tdxica tanto para a
linhagem celular trabalhada (THP-1), quanto para os protozoarios (L. braziliensis). No

grafico 9 pode-se perceber a acdo da IVM nas amastigotas de L. braziliensis.
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GRAFICO 9 - VIABILIDADE DAS AMASTIGOTAS DE L. braziliensis FRENTE A IVERMECTINA
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FONTE: A autora (2022)

Na viabilidade das amastigotas de L. braziliensis com IVM, nao houve diferenca

estatistica das concentracbes comparadas com o controle.

Da mesma forma mostrada no grafico 9, os resultados do grafico 10 foram
contabilizados pelo numero de amastigotas/célula, também fornecido pelo
equipamento Operetta®. Ao contrario do acontecido no grafico 9, o teste de viabilidade
das amastigotas de L. braziliensis frente ao DPI, apresentou alto valor de IS (32,8),
enquanto que o ICsoda amastigota de L. braziliensis ficou em 4,57uM, também maior
que o resultado anterior.
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GRAFICO 10 - VIABILIDADE DAS AMASTIGOTAS DE L. braziliensis FRENTE AO DIPROPIONATO
DE IMIDOCARB
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FONTE: A autora (2022)

Na viabilidade das amastigotas de L. braziliensis com DPI, houve diferenca

estatistica nas concentragdes 25, 5 e 1 ug/mL quando comparadas ao controle.

No grafico 11, a IVM mostrou-se tdo toxica para as amastigotas de L. infantum
guanto para as amastigotas de L. braziliensis mostradas no grafico 9. Seu IS ficou em

1,3, enquanto que o ICso ficou em 3,77uM.
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GRAFICO 11 - VIABILIDADE DAS AMASTIGOTAS DE L. infantum FRENTE A
IVERMECTINA
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FONTE: A autora (2022)

Na viabilidade das amastigotas de L. infantum com IVM, houve diferenca

estatistica das concentragdes mais altas, 17 e 3,4ug/mL comparadas com o controle.

No grafico 12 é apresentada a acdo do DPI frente as amastigotas de L.
infantum. Este resultado se mostrou muito promissor, com o DPI tendo o maior IS de
todo o experimento, 39,9, enquanto que o ICso da amastigota de L. infantum ficou em
3,76uM.
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GRAFICO 12 - VIABILIDADE DAS AMASTIGOTAS DE L. infantum FRENTE AO
DIPROPIONATO DE IMIDOCARB
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FONTE: A autora (2022)

Na viabilidade das amastigotas de L. infantum frente ao DPI, houve diferenca
estatistica nas concentragdes 25, e 5 ug/mL quando comparadas ao controle. Ambos
0s medicamentos utilizados mostraram atividade anti-leishmania importante. A IVM
por mostrar a toxicidade contra as células VERO e, portanto, a inviabilidade da sua
utilizagdo no combate as L. braziliensis e L. infantum. Ja o DPI teve alta eficacia contra
0s parasitos e, a0 mesmo tempo, seguranca para as células, ndo mostrando
citotoxicidade e apresentando resultado de 39,9 para as amastigotas de L. infantum e
32,8 para as amastigotas de L. braziliensis. Na figura 8 temos 2 imagens fornecidas
pelo equipamento OPERETTA® as quais mostram o tratamento do DPl em
amastigotas de L. infantum.

Observa-se células THP-1 contaminadas com amastigotas de Leishmania
infantum fixadas e coradas com hoechst. Nao observadas (A) e tratadas (B) com 30uM
de DPI por 48 horas. Na imagem A pode-se observar as amastigotas como pontos
menores e 0 nucleo das células como maiores. Na imagem B nao se observam as

amastigotas, devido ao tratamento com DPI.
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FIGURA 8 - IMAGENS PROVENIENTES DO EQUIPAMENTO OPERETTA® - CELULAS

AMASTIGOTAS

FONTE: A autora (2022)

De acordo com os critérios de Lenta et al. (2007), valores de IS maiores de 10
podem sugerir uma melhor seguranca do farmaco para uso em mamiferos, devido a
auséncia de toxicidade, enquanto que valores de IS abaixo de 10 sdo considerados
toxicos. O DPI, além de mostrar alta eficacia contra os parasitos e seguranga para as
células, € um medicamento muito promissor para utilizagado em futuros ensaios in vivo.
Don e loset (2014) demonstraram que estudos feitos com Leishmania spp. em que o
IS apresentou-se superior a 20 para os medicamentos, consideram-se adequados
posteriores ensaios in vivo. Quanto ao reposicionamento do DPI, pouco se encontra
na literatura. Costa (2005) testou diferentes doses de DPI em ratas prenhes e
observou nao haver toxicidade materna; em havendo altera¢des na prole, isso nao se
devia a interferéncias com a hemostasia materna.

Outros estudos envolvendo o DPI podem ser citados, como pesquisa de Basso
et al. (2019) onde foi revelado o primeiro caso clinico autéctone de um gato adulto
macho, domesticado, residente da Austria, portador de Hepatozoon felis. Apesar de
ser um caso isolado, o animal foi tratado com DPI associado com doxiciclina; como
resultado obteve-se a recuperacdo completa do animal, visto que essa doenca,
causada pelo protozoario Hepatozoon spp, e transmitida pelo carrapato, € de dificil e
controverso tratamento. Ja a pesquisa de Silva et al. (2008) se deu com ratos
infectados com Trypanosoma evansi, os quais foram tratados pela associagao de
aceturato de diminazeno e DPI, onde concluiu-se que o tratamento feito por cinco dias
consecutivos foi efetivo no combate ao parasito. Rodrigues et al. (2006) estudaram o

efeito do DPI aplicado subcutdneo em camundongos BALB/c infectados com L.
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amazonensis (causadora da LT) e quando comparados aos controles, camundongos
tratados com DPI apresentaram niveis mais baixos de IgG anti-L. (L.) amazonensis,
menor carga parasitaria nas lesdes, sugerindo seu uso como potencial farmaco no
tratamento de lesGes tegumentares.

Quanto aos estudos onde se utilizou IVM, Santos et al. (2009) mencionam
possivel futura aplicacdo farmacolégica do farmaco sobre LT causada por L.
amazonensis, a qual pode servir para projetar moléculas mais otimizadas contra o
parasito alvo. Gongalves-Jr (2020) observou a influéncia da IVM sobre a testosterona
em ratos de laboratorio, onde foi avaliada como um anti tumoral, a qual também
apresentou citotoxicidade para a célula em estudo (célula de melanoma). Batiha et al.
(2019) demonstraram a eficacia da IVM e testaram o crescimento de Babesia spp e
Theileria sp in vitro e in vivo. Os pesquisadores concluiram que o farmaco tem
potencial para ser um remédio alternativo para o tratamento da piroplasmose. Kadir et
al (2009) estudaram a eficacia da IVM in vitro e in vivo no tratamento de camundongos
BALB/c infectados com L. tropica, causadora de LT. Concluiram que a IVM leva a
diminuicdo acentuada em promastigotas viaveis in vitro e sua eficacia foi maior
seguida da Rifampicina, Anfotericina B e Nistatina. A eficacia da IVM foi maior do que
a das outras drogas em matar os parasitas in vitro e por inoculagcao subcutanea,

enquanto que a eficacia da Rifampicina foi maior por tratamento tépico.

4.6 CURVAS DE CRESCIMENTO DAS L. braziliensis E L. infantum

A necessidade de se realizar as curvas de crescimento foi justamente para
conhecer o comportamento das promastigotas de L. braziliensis e L. infantum frente
aos farmacos IVM e DPI.

No grafico 13, a curva de crescimento da L. braziliensis frente a IVM mostrou
gue houve atividade leishmanicida do medicamento, tanto nas concentragdes de ICsp
(6,22uM) quanto nas concentragdes de 1Cg (8,13uM) havendo morte do parasito, em

um periodo de 8 dias de tratamento.
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GRAFICO 13 - CURVA DE CRESCIMENTO DA L. braziliensis FRENTE A AGCAO DA IVERMECTINA
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FONTE: A autora (2022)

Houve diferenca estatistica nas concentracdées de ICsp e 1Coo quando
comparadas ao controle, com excecao da hora 24.

No grafico 14, a curva de crescimento da L. braziliensis frente ao DPI mostrou
gue houve atividade leishmanicida do medicamento, tanto nas concentragdes de ICsp
(5,62uM) quanto nas concentracoes de 1Cgo (33,52uM) havendo morte do parasito,
em um periodo de 8 dias de tratamento.

A curva de crescimento da L. braziliensis frente ao DPI mostrou que houve
atividade leishmanicida do medicamento, havendo morte do parasito nas
concentragdes de ICspe ICgo, por um periodo de 8 dias de tratamento. A diferenca &
que o DPI nao foi tao toxico para o parasito quanto a IVM, como podemos observar
no grafico 14, mesmo assim houve atividade leishmanicida. Houve diferenca
estatistica nas concentragdes de ICso e ICg0 quando comparadas ao controle, em todo

o periodo do tratamento, com excecao da hora 48.
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GRAFICO 14 - CURVA DE CRESCIMENTO DA L. braziliensis FRENTE A AGAO DO
DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

Curva de crescimento L. braziliensis x DPI
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FONTE: A autora (2022)

No grafico 15, pode-se observar a curva de crescimento da L. infantum frente
a IVM. O controle teve as fases de crescimento dos parasitas definidas, principalmente
a fase estacionaria e de declinio.

A curva de crescimento da L. infantum frente a IVM mostrou que houve
atividade leishmanicida do medicamento frente as concentragdes de 1Cgo (5,57uM) e
atividade leishmanicida frente as concentragdes de ICsq (5,62uM). Isso porque frente
a L. infantum, a IVM nao se mostrou tdo téxica, quando comparada a L. braziliensis.
O tratamento também foi feito por um periodo de 8 dias. Houve diferenca estatistica
nas concentragdes de ICso e IC9o quando comparadas ao controle, em todo o periodo
do tratamento, com excec¢ao da hora 48.

No grafico 16, a curva de crescimento das L. infantum. frente a acao do DPI,
mostrou-se leishmanicida tanto nas concentrag¢des de 1Cso (17,89uM) quanto de ICgo
(103,19uM), durante todo o tratamento. A cultura dos parasitos de L. infantum como

controle (sem adigao de farmaco), alcancou sua fase estacionaria proximo ao 6o dia

de cultivo, e apos esse periodo entrou em fase de declinio (morte).
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GRAFICO 15 - CURVA DE CRESCIMENTO DA L. infantum FRENTE A ACAO DA IVERMECTINA

Curva de crescimento L. infantum x IVM
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FONTE: A autora (2022)

GRAFICO 16 - CURVA DE CRESCIMENTO DA L. infantum FRENTE A AGAO DO DIPROPIONATO
DE IMIDOCARB

Curva de crescimento L. infantum x DPI
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ambos medicamentos, IVM e DPI, mostraram eficacia contra os parasitos L.
braziliensis e L. infantum. Porém, apenas o DPI teve alta eficacia contra os parasitos
e paralelamente apresentou baixa toxicidade para as células VERO e THP-1. Devido
a esses promissores resultados, recomenda-se que esse estudo evolua para ensaios

in vivo.

6 CONCLUSOES

- A hipétese deste estudo foi confirmada, sendo possivel afirmar que os
farmacos veterinarios IVM e DPI apresentaram atividade anti-leishmania in vitro frente
a Leishmania braziliensis e Leishmania infantum.

- Ambos medicamentos, IVM e DPI, mostraram-se toxicos para células VERO,
porém a IVM em concentragées maiores, o que impede a continuidade do tratamento
deste medicamento num possivel teste in vivo. Ja o DPI apresentou resultados muito
promissores, o que poderia levar a testes in vivo.

- A IVM mostrou-se mais toxica para as células THP-1 do que o DPI, o qual
também se mostra mais promissor frente a esse tipo celular, visto que com as mesmas
concentragdes da IVM, houve praticamente 100% de viabilidade celular.

- O indice de seletividade obtido foi alto para as amastigotas tanto de L.
braziliensis quanto de L. infantum frente ao DPI. Foi relativamente alto também para
as promastigotas de L. braziliensis frente a mesma droga. Porém, frente a IVM, os
indices de seletividade foram todos baixos, tanto em promastigotas quanto em
amastigotas de ambos tipos de Leishmania spp. O que nos leva a concluir que a
toxicidade da IVM fica muito proxima tanto contra células VERO quanto contra os
parasitos, sendo mais tdxica para as Leishmanias spp.

- A curva de crescimento nos mostrou que ha acao dos farmacos frente as
Leishmanias braziliensis e infantum, ambos farmacos se mostraram leishmanicidas.

- Comparando-se a IVM e o DPI, este mostrou-se mais adequado nos
experimentos, além de ndo apresentar citotoxicidade as células, foi muito eficaz contra

as Leishmanias spp estudadas, o que poderia ser promissor em ensaios in vivo.
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DADOS BRUTOS DA VIABILIDADE DAS L. braziliensis e L. infantum FRENTE AOS
FARMACOS IVERMECTINA E DIPROPIONATO DE IMIDOCARB

IVM X L. braziliensis

1 2 3 - 5 5] 7 8 9 10 11 12
A
B 0,208 0,195 0,196
C 0,208 0,199 0,203
D 0,212 0,197 0,207
E 0,211 0,195 0,209
F 0,226 0,195 0,203
G 0,213 0,198 0,205
H Controle + | 100ug/mL | 33,3ug/mL| 11,1ug/mL| 3,7ug/mL | 1,23ug/mL| 0,41ug/mL| 0,13ug/mL| 0,045ug/mL | Controle +
IVM X L. infantum
1 2 S - 5 5] 7 8 9 10 1 12
A
B 0,216 0,195 0,167 0,347
C 0,206 0,192 0,164 0,341
D 0,207 0,191 0,169 0,343
E 0,217 0,189 0,16 0,342
F 0,835 0,206 0,19 0,16 0,334
G 0,636 0,215 0,192 0,162 0,323
H Controle + | 100ug/mL | 33,3ug/mL | 11,1ug/mL| 3,7ug/mL | 1,23ug/mL | 0,41ug/mL | 0,13ug/mL| 0,045ug/mL | Controle +
DPI X L. braziliensis
1 2 3 - 5 5] 7 8 9 10 1" 12
A
B 0,238 0,291 0,333 0,374
c 0,231 0,295 0,343 0,396
D 0,251 0,304 0,353 0,387
E 0,255 0,294 0,333 0,386
F 0,265 0,294 0,334 0,389
G 0,253 0,294 0,328 0,39
H Controle + | 100ug/mL | 33,3ug/mL| 11,1ug/mL| 3,7ug/mL | 1,23ug/mL | 0,41ug/mL | 0,13ug/mL | 0,045ug/mL | Controle +
DPI X L. infantum
1 2 3 - 5 53 7 g 9 10 1 12
A
B
cC
D
E
F
G
H Controle + | 100ug/mL | 33,3ug/mL | 11,1ug/mL| 3,7ug/mL | 1,23ug/mL| 0,41ug/mL| 0,13ug/mL| 0,045ug/mL | Controle +
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DADOS BRUTOS DA CITOTOXICIDADE DA IVERMECTINA E DIPROPIONATO DE
IMIDOCARB FRENTE AS CELULAS VERO

Citotoxicidade IVM X VERO

Concentracédo 1000 333,33 111,11 37,03 12,34 4,11 1,37 0,45 0
Absorbancia células viaveis 0,407 0,246 0,238 0,234 0,233 0,601 0,62 0,586 0,565
0,309 0,258 0,239 0,235 0,236 0,618 0,645 0,717 0,627
0,337 0,248 0,249 0,234 0,234 0,631 0.628 -E
0,363 0,252 0,233 0,23 0,231 0,656 0.653 0,681 0,626
0,354 0,25 0,236 0,231 0,232 0,533 0.612 0,59 0,573
Absorbancia células fixadas | 0,258 0,248 0,252 0,25 0,246 0,258 0.248 0,252 0.25
Citotoxicidade DPI X VERO
Concentracdo 1000 333,33 111,11 37,03 12,34 4,11 1,37 0.45 0
Absorbancia células viaveis 0.252 0.251 0,681 0.623
0,249 0.247 0,648
0,262 0.262
0,25 0,242
0,244 0,242
Absorbancia células fixadas 0.252 0.249

DADOS BRUTOS DA CURVA DE CRESCIMENTO

Horas

24

48

72

96

120

144

168

192

Controle
ICE0
1cao

Controle
ICE0
1ca0

Cantrole
IC50
1C80

Controle
1C50
1ca0

Controle
ICE0
1Ca0

Controle
IC50
1Ca0

Controle
1C50
1ca0

Controle
1C50
1ca0

lvarmactinz Imizol
L. infantum L. braziliznsiz L infantum L. braziliznsis
0,085 0,085 0,089 0,087 0,085 0,088 0,105 0,108 0,108 0,119 0,089 0,085
0,108 0,108 0,104 011 0,112 0,089 0,082 0. 111 0,113 0. 104 0,106 0,082
0,082 0,084 0,082 0,084 0,087 0,089 0,084 0,083 0,082 0,083 0,082 0,087
0,281 0,118 0,116 0,082 0,082 0,087 0,116 0,116 0,12 o.0e 0,082 0,08
0,084 0,086 0,082 0,084 0,084 0,083 0.12 0,116 0,132 0,082 0,085 0,083
0,085 0,085 0,083 0,088 0,085 0,082 0,084 0,081 0,088 0,084 0,085 0,024
0,284 0,281 0,286 0,214 0,203 0,205 021 0,268 0,218 0,186 0,145 0,154
0,185 0,157 0,148 0,105 0,088 0,083 0,158 0,14 0,125 0,081 0,08 0,088
0,105 0,105 0,101 0,086 0,084 0,08 0,082 0,085 0,101 0,087 0,084 0,085
0,285 0.26 0,284 0.401 0,438 0,306 0.221 0,226 0,263 0,273 0,281 0,301
0,181 0,134 0,143 0,106 0,088 0,083 0,117 0,12 0,141 0,101 0,088 0,083
0,111 0,102 0,105 0,089 0,085 0,085 0,082 0,082 0,083 o.0e 0,082 0,103
0,322 0,325 0,302 0.2 0.27 0,236 0.274 0,242 0,272 0,308 0.248 0.25
0,142 0,135 0,125 0,088 0,081 0,08 0.111 0,105 0,112 0,084 0,08 0,081
0,088 0,083 0,089 0,084 0,084 0,083 0,084 0,086 0,085 0,088 0,088 0,103
0,514 0,485 0,519 0,432 0,288 0,485 0,314 0,412 0,41 0,288 0,225 0,283
0,185 0,185 0,181 o108 0,083 0,083 0,128 0,114 0117 0107 0,085 0,089
o017 0,106 0,118 0.1 0,087 0,083 0,11e 0,11 0,104 0,088 0,086 0,123
0,388 0,312 0,319 0,501 0,442 0,474 0,281 0,281 0,283 0,183 0,226 0,232
0,148 0,125 0,129 o102 0,082 0,088 0,101 0,101 0101 0.082 0.0e 0,004
0,087 0,082 0,081 0,084 0,08 0,088 0,081 0,082 0,083 0,089 0,088 0,08
0,445 0,254 0,275 0,585 0,432 0,28 0,282 0,22 0,222 0,225 0,242 0,226
0.274 0,144 0,142 0119 0,104 0,083 0111 0,112 0,11 0. 105 0,088 0,109
0108 0,08 0,083 0101 0,084 0,084 0,082 0,105 0.1 0,087 0,085 0,024
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ABSTRACT

Chagas disease (CD) & a chironic tropical disease csed by Fopassosoma crasi, affecting about 8 million people in Latin America. The
lictin pethway (1P} of the complement sistem & one of the Arst lines of host defense in the response apainst T ormezd, and can continue
v b activated in ehrome infiection duse to th eseape of the parasie 1o its action. Although some components of this pathway have bee
imvestigated im CL, there ane no reports on its activation in patent serum. In this context, cur ehjective was o evafume the activation of
LP in chironic chagasic patients and controbs by the detection of the 4 component, using the direct ELISA assay. For this purpose, serum
of 8 pasent with chronic CD (clinical forms: asymgtomatic n=17; smplomatic n=b3; candiac n=45; cardio digestive n=13; digestive
n=5) followed at the Ambulatory of Atention to Chagasic Fatients (HC/UFPR) and 80 healthy controls (donors of the Blood Bank of HC)
were evitluated regarding the evaluation of the LP. The mesults showed that LP activation by mannose-binding bectin (MBL) was found
redisced while activation by Benlirs wis mncreased i patients with CI when comgansd b controle. The same resulls were observed when
the patients wene cabeporized accosding (o the indeterminate and symplomatic clinscal forms. We conclude that the detection of the C4
coenpanent by ELESA i an efficient methodology o msess LP activation in serum from patients with chronic (10, enabling o differentiate
the activition profile between patients and eontrols .

By wonds: chapss disezse; complerment susten complement activation; kotin pathay; mannese-binding lectin; feoling.

RESUMO

A awntgn o Chagas (D) & rnra doenga fropioal erieeion cavsals felo Trppanosmea craz, almgigs g de 8 mdbaes el
fressnes vt América Latina. A v choe lectivay (VL) alo swlema congemenito & mm deas frimeiras linbas dy defisa na neposie
irnnncldpicn oo g trfecdo fedo 1 orzt, o podk contrsar sendb alivadd ne iafecgdn orinicaderial s escape do parasifo o s
evgaier. Ensbora slgions congpormenifes desi tia febam s investgacdog e 1C, iao exisen relabos sobre s alivagdo e soro de
Petcierfes. Neste cornledt, sioke offefivo fof avaliar a alfvegdo da VL no sono de facteniies aom D orinica @ controdes el ditecgo
el commpearigntle CF empwegeic a fientica de BLSA, Fara tso, awrrostrs de soro o 80 actente o O erinsca (forma clificas:
ngdelernainida w=17; snimdtica n=03; cnboca w=43; cndiodigediva n=173; digedion n=35) aledilos mo Ambulatirio de
Alengin a Frcienle Chagdsion (HCUFPR) ¢ 80 confroes Saseefress (albaalores o Bunon de Sangpue o HC) fomons araliados quario
o atffvagen o VI O resslieh aessonstransm gue o abivagdo dea VE pela lective Ngande de manose (MBL] enconin-se redizidy,
R i o afivagdo peleee foolinas etd anmentada @m pacintes o D goaedb comparmds oo coniroles. 08 nreona
resisalbateld ot ofeeroados gescrichy of paciendes e calegorizados graario ds formas divicas indeerminagda ¢ sisfomalica,
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INTRODUCTION

Leishmaniasis is a group of diseases caused by speces of
parasites of the genus Leishmania (WHO. 2022). They are
divided into two main groups depending on their clinical
manifestations: Tegumentary and visceral leishmaniasis,
caused in Brazil mainly by L. braaensis and L fnfantum
respectively (Ghorbani, 2018). Cumently the available
treatments focus on 3 main dmugs, pentavalent
antimonials, amphotericin b and miltefosine. These drugs,
howewver, hawe serious side effects, difficulties in
administration, high cost and are related to cases of
therapeutic failures and emergence of parasitic resistance
{Taslimi, 2016). Drug repositioning is a faster and cheaper
strategy for the development of new therapies compared to
the traditional method, since it is based on the use of a
drug almeady known to be safe and effective against a
disease for another etiological agent different from the one
originally developed. This strategy is especially important
in the context of drug discovery for neglected diseases, an
area that lacks investment [Fonseca, 2013; Marion, 2020).
wvermectin (VM) is an antiparasitic with high efficacy, large
specirum and safety margin, used in the treatmant of the
most diverse parasitic diseases such as sarcoplic and
demodectic mange, gasimintestingl worms and heartwom
disesse (Laing, 2017). Imidocarb dipropionate (DPI) is
another large-spectrum antiparasitic, being used in the
treatment of bebesiosis, anaplasma and ehrichiosis in
animals {Silva, 2008).

OBJECTIVE

Evaluate the anti Leishmania action of lwermectin and
midocart dipropionate against the promastigote and
amastigote forms of L. braziensiz, L. iefanfum and its
cytotoudcity against Vero cells.

MATERIAL AND METHODS

The action ageinst the promastigote forms was determined
by incubating the parasites with different concentrations of
the drugs for 48 hours. The cell viability of each treatment
was determined using the MTT colofimetric assay. Assays
with amasbgote forms wera performed using the THP-1 as
host cells. After the cells were infected. they were exposed
o drugs at different concentrations for 48 hours. After this
period, the cells were fired with methancl, stained with
Hoestch and the nwmber of amastigotes per cell
determined by analyzing the plates in the Operstiz™
aufomated binimaging pletform followed by the analysis of
the images oblained in the Diva™ software. The
cytoloxicity of the compounds was detemnined by
incubating Vero cells with the drogs alt | differend
concentrations, followed by analysis of their cell viability by
the MTT colorimetric assay. IC,, values of parasites and
cells were calculated in the GraphPad Prism ™ program
by means of non-linear regression.

RESULTS AND CONCLUSION

The results indicated strong anti-Ledshmania action of both drugs against
baoth species. In the promastigote forms challenged with WM, the results
found were 223 pM and 622 pM for L infantum end L. braziliensis,
respectively. For the DP1 the results obtained were 17.89 pM and 5.62 pM,
respactively. The amastigote forms showed the same sensitivity pattern_ In
redation to VM, the results found were 3.77 pM and 348 pM for L
infantum and L. brazifensis, respectively. For the DPL, the results obtained
were 763 pM and 4.57 pM, respectively. The selectivity indices showed
refevant values for the DPI, being 30 to 40 times more active against the
amastigote forms of L. braziiensis and L infantum than with the host cell.
The results found point fo DP1 as a promising drug for additional in vivo
trials aimed at the development of & new treatment.

Table 1: Ty (M) of lvermecin (VM) and imidocast dipropicnale (DP1) against
promastipole and amasligote farms of L. infeafurm, L. brasfiengis and cylobaxicity
agains! Vero cals. Drug selachvily index values (IC,; of drugs against Vero calisl|C,;
of drug against parasites) in parenihesas.

Cytotomicity L infardum L braziliensis

\aro cels Amastigote Promastigole Amastigole Promastigote
I 4,04 ATT(LE  223(22) 348(14) 622{(0.7)
DRl 150.3 3,76(398.,9) 17.89(8,3) 4,57 (32,8) 562 (26.T)

Figure 1: Cedls fxed and stained with’ Hoesich, unireated [A] and trealed wilh 30 pbd
DIPY for 48 howrs (B).
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