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Resumo

ZAULI-NASCIMENTO, R.C. Determinacao da sensibilidade de isolados de
Leishmania a antimoniato de meglumina, anfotericina B e tamoxifeno. 138 f.
Dissertacdo — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2009.

A terapéutica das leishmanioses se baseia em compostos de administragéo
parenteral com efeitos tdxicos graves e com eficécia clinica variavel. A resisténcia clinica
e laboratorial aos antimoniais pentavalentes, drogas de primeira linha, € amplamente
detectada no continente asiatico. Nesse trabalho avaliamos a sensibilidade a drogas in
vitro de alguns isolados obtidos de pacientes brasileiros com leishmaniose cuténea. Os
isolados foram tipados como L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) major-like
através do polimorfismo de restricdo do produto amplificado do gene META2. A tipagem
de alguns isolados foi também confirmada por anticorpos monoclonais. Ensaios de
sensibilidade in vitro a anfotericina B e tamoxifeno foram realizados com promastigotas
através de um microteste de MTT modificado. Os valores de Clsy determinados para
anfotericina B foram semelhantes para os diversos isolados, variando entre 0,04 £ 0,004
uM e 0,73 = 0,05 uM, enquanto a razédo de resisténcia variou entre 0,66 = 0,01 e 2,77
0,23. Em relagéo ao tamoxifeno detectamos sensibilidade homogénea entre os isolados,
com valores de Cls, variando entre 6,0 + 0,93 uM e 14,8 £ 0,99 pM com razbes de
resisténcia entre 0,68 £ 0,16 e 1,31 £ 0,56. A sensibilidade ao antimoniato de meglumina
(Glucantime®) foi avaliada utilizando amastigotas intracelulares obtidos ap6és infeccédo in
vitro de macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos BALB/c. Os isolados
de L. (V.) braziliensis apresentaram maior sensibilidade ao Glucantime® do que os
isolados de L. (L.) amazonensis e L. (L.) major-like. Os valores de Cls, para antimoniato
de meglumina variaram entre 18,5 + 4,2 e 146,0 + 5,0 e as razbes de resisténcia entre
0,5 + 0,23 e 2,67 = 0,35. Nao foi observada correlagcdo entre a resposta clinica dos
pacientes ao tratamento e sensibilidade in vitro. Dada a uniformidade detectada na
sensibilidade dos isolados ao tamoxifeno in vitro, avaliamos também a eficacia desse
farmaco no tratamento de camundongos BALB/c infectados experimentalmente com L.
(V.) braziliensis. Observamos que a administracdo intraperitoneal de 20 ou 30 mg/kg/dia
de tamoxifeno por 15 dias foi eficaz no tratamento da infecgao, resultando em reducao no
tamanho das lesGes e carga parasitdria em comparacdo com animais controle. Em

paralelo, observamos que um dos isolados analisados (EFSF/06/GO), tipado como L. (V.)



braziliensis apresentava formas promastigotas atipicas em cultura axénica. Esses
parasitas foram parcialmente caracterizados morfolégica e funcionalmente,
demonstrando-se a auséncia de flagelo convencional extracelular na maioria dos
promastigotas e presenca de um emaranhado arredondado na extremidade anterior,
aposta ao bolso flagelar. Observamos também a presenca de vesiculagdes na superficie
da membrana plasmatica. Esses parasitas foram infectantes in vitro e in vivo,
observando-se formas amastigotas com organelas tipicas no interior de vacuolos.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea; Quimioterapia; Antiménio; Anfotericina B;

Tamoxifeno; Sensibilidade.



Abstract

ZAULI-NASCIMENTO, R.C. Determination of the sensitivity of Leishmania isolates to
meglumine antimoniate, amphotericin B and tamoxifen. 138 p. Master thesis —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2009.

Therapy of leishmaniasis is based on parenteral administration of compounds with
serious toxic effects and with variable clinical efficacy. Laboratorial and clinical resistance
to pentavalent antimonials, the first-line drugs, is widely detected in Asia. In this work we
evaluated the in vitro sensitivity to drugs of some isolates from Brazilian patients with
cutaneous leishmaniasis. Isolates were typed as L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis
and L. (L.) major-like through restriction polymorphism of a META 2 gene amplified
product. The typing of some isolates was also confirmed by monoclonal antibodies. Tests
for in vitro sensitivity to amphotericin B and tamoxifen were performed with promastigotes
through a modified MTT microtest. The 1Cs, values determined for amphotericin B were
similar for the different isolates, ranging from 0.04 + 0.004 uM to 0.73 = 0.05 uM, while the
resistance ratio ranged from 0.66 + 0.01 to 2.77 + 0.23. Regarding to tamoxifen we
detected homogenous sensitivity among the isolates, with ICs, values ranging from 6.0
0.93 uM to 14.8 £ 0.99 uM and resistance ratios from 0.68 + 0.16 to 1.31 + 0.56. The
sensitivity to meglumine antimoniate (Glucantime®) was evaluated using intracellular
amastigotes obtained after in vitro infection of BALB/c bone marrow derived
macrophages. L. (V.) braziliensis isolates presented higher sensitivity to Glucantime® than
L. (L.) amazonensis and L. (L.) major-like isolates. ICs, values for meglumine antimoniate
ranged between 18.5 + 4.2 and 146.0 £ 5.0 and the resistance ratio between 0.5 £ 0.23
and 2.67 = 0.35. There was no correlation between clinical response of patients to
treatment and in vitro sensitivity. Given the in vitro uniform sensitivity of the isolates to
tamoxifen, we also evaluated the effectiveness of this drug in the treatment of BALB/c
mice experimentally infected with L. (V.) braziliensis. We observed that the intraperitoneal
administration of 20 or 30 mg/kg/day tamoxifen for 15 days was efficient in the treatment
of infection, resulting in the reduction of lesion sizes and parasite load when compared
with control animals. In parallel, we observed that one of the isolates analyzed
(EFSF/06/GO), typed as L. (V.) braziliensis, showed atypical promastigote forms in axenic
culture. These parasites partially characterized morphologically and functionally. We
observed the were absence of conventional extracellular flagellum in most promastigotes
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and the presence of a rounded tangle in the anterior extremity, attached to the flagellar
pocket. We also observed the presence of vesicles on the plasma membrane surface.
These parasites were infective in vitro and in vivo and amastigotes with typical organelles
within vacuoles were observed.

Key words: Cutaneous leishmaniasis; Chemotherapy; Antimony; Amphotericin
B;tamoxifen; Sensitivity.
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1 Introducao

1.1 Consideracoes gerais

As leishmanioses sao doengas causadas por protozodarios do género Leishmania,
que pertence a familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida. Esses parasitas
infectam uma grande variedade de hospedeiros mamiferos silvestres e domeésticos,
considerados como reservatérios naturais, e também podem infectar o homem que, em
geral, participa do ciclo como hospedeiro acidental. Parasitas do género Leishmania
apresentam duas formas no seu ciclo de vida: a forma amastigota, que ndo possui flagelo
livre e estd presente no interior das células dos hospedeiros vertebrados, e a forma
promastigota flagelada que se desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros
invertebrados (insetos flebotomineos) (MOLYNEUX e KILLICK-KENDRICK, 1987).

Nas regides endémicas a doenga atinge tanto adultos quanto criangas e animais,
sendo causada por mais de 20 espécies de Leishmania que sao transmitidas por cerca
de 30 espécies de insetos flebotomineos (MURRAY et al., 2005).

O género Leishmania subdivide-se em dois subgéneros: Leishmania, onde 0s
promastigotas multiplicam-se e diferenciam-se na porgcao anterior e média do trato
digestivo do inseto vetor e Viannia, que inclui espécies em que 0s promastigotas se
desenvolvem na porgdo posterior do intestino com migracao para a porgcao anterior
(MOLYNEUX e KILLICK-KENDRICK, 1987).

Os hospedeiros invertebrados (insetos transmissores) sao dipteros hematoéfagos
da familia Psychodidae e subfamilia Plebotominae. Séao dificeis de serem observados
porque sdo muito pequenos, muito pilosos, cor de palha ou castanho-claros e nao fazem
barulho quando voam. Sao conhecidos popularmente, dependendo da localizagéo
geografica, como mosquito palha, birigui, tatuquira, cangalha e asa-dura (REY, 2002;
BHATTACHARYA et al., 2006).

O parasita é transmitido pela picada do mosquito fémea do género Lutzomyia que
abriga as espécies do Novo Mundo (Américas) e do género Phlebotomus no Velho
Mundo (Europa, Asia e Africa) (KISHORE et al., 2006). Esses insetos sdo mais ativos em
lugares sombrios e a noite, e menos ativos durante o periodo mais quente do dia
(BHATTACHARYA et al., 2006).

Durante o ciclo de vida, nos hospedeiros vertebrados as leishmanias habitam os
macréfagos teciduais, que fagocitam rapidamente os parasitas quando os encontram
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livres no meio intersticial. No interior dos macréfagos encontram-se as formas
amastigotas, que se reproduzem por divisdo bindria simples. O numero de parasitas
aumenta até que destruam a célula hospedeira e esta se rompa liberando os protozoérios
no meio intercelular, onde serdo fagocitados por outros macrofagos estendendo
sucessivamente a infeccao. Nos hospedeiros invertebrados, depois do inseto vetor picar
o homem ou animal sugando o sangue infectado, as leishmanias passarao a evoluir no
interior do seu tubo digestivo. No intestino médio as formas amastigotas se diferenciam
em promastigotas prociclicas que se multiplicam por divisdo binaria e se diferenciam em
promastigotas metaciclicas que sédo as formas infectivas para o hospedeiro vertebrado.
Esse evento é denominado metaciclogénese. Depois de aumentar consideravelmente em
numero, a grande carga parasitaria pode vir a dificultar a ingestdo de sangue pelo
flebotomineo quando ele tentar de novo alimentar-se. O inseto pica e suga 0 sangue
muitas vezes, e eventualmente ataca muitas pessoas e/ou animais. Durante a picada o
inseto regurgita o material aspirado misturado com os parasitas inoculando as formas
infectantes em novos hospedeiros vertebrados. Na pele do vertebrado, ao serem
fagocitados pelos macréfagos, se diferenciam em amastigotas (SACKS e KAMHAWI,
2001).

1.2 A leishmaniose

A leishmaniose é considerada um dos maiores problemas para a saude publica do
mundo atingindo uma area que compreende 88 paises, com cerca de 12 milhdes de
pessoas infectadas. Aproximadamente 350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco
e 2 milhdes de novos casos sdo relatados por ano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE).

A leishmaniose cutanea é endémica em mais de 70 paises (DESJEUX, 2004).
Esta amplamente distribuida no continente americano, com registros de casos desde o
extremo sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina. Ja a leishmaniose visceral foi
descrita em pelo menos 12 paises da América Latina, sendo que 90% dos casos ocorrem
no Brasil, especialmente na regido nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No Brasil, a leishmaniose estd tradicionalmente relacionada com a invasao do
homem em florestas onde ocorre a derrubada de arvores para o plantio, construgdo de
estradas, ferrovias, hidrelétricas e implantagbes de povoados facilitando o contato do
homem com os reservatorios e vetores de Leishmania (COSTA, 2005).
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A expansao geogréafica na transmissdo de leishmaniose no Brasil € clara: na
década de 80, a leishmaniose cutanea foi notificada em 19 unidades da federacao
enquanto em 2003, foram confirmados casos autdctones em todos os estados brasileiros
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Atualmente encontram-se casos de leishmaniose em
todas as regides brasileiras. As regides Norte e Nordeste se destacam pelo maior numero
de casos de leishmaniose cutanea, senso que no periodo de 2000 a 2007 foram
notificados nessas regides casos que somam 85.748 e 69.867, respectivamente. Surtos
epidémicos vém sendo relatados em areas urbanas, incluindo grandes metrépoles como
Rio de Janeiro, Belo Horizonte e Recife (SILVA et al., 2001; COSTA, 2008; DANTAS-
TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006).

A diversidade genética do parasita em combinagado com caracteristicas do sistema
imunolégico do hospedeiro contribuem muito para a diversidade dos quadros clinicos na
leishmaniose. Assim, a infecgdo pode se manifestar de quatro formas comuns:
leishmaniose cuténea, leishmaniose mucocutanea, leishmaniose cutanea difusa e
leishmaniose visceral (SINGH e SIVAKUMAR, 2004; MURRAY et al., 2005).

A leishmaniose cutanea € uma doenga benigna que apresenta exclusivamente
lesbes cutédneas, ulcerosas ou nao, porém limitadas a pele, ndo dando origem a
metastases mucosas nem invadindo as visceras dos pacientes. Na area do tegumento
onde o parasita € inoculado pela picada do inseto ocorrem modificagcées histolégicas que
produzem uma reacgao inflamatdria caracterizada por hiperplasia e hipertrofia histiocitaria,
ou seja, aumento do numero e do tamanho dos macréfagos aparecendo como areas
claras da derme e edema. S&do responsaveis pela doenca cutdnea nas Américas as
espécies Leishmania (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) peruviana, L. (L.) mexicana, L. (L.) pifanoi, L. (L.) venezuelensis e no
Velho Mundo L. (L.) tropica, L. (L.) major e L. (L.) aethiopica. No Brasil existem 7
espécies que sao responsaveis pela leishmaniose cutadnea, sendo 6 do subgénero
Viannia e 1 do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao: L. (V.) braziliensis,
L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi , L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas nas regiées
Norte e Nordeste (MURRAY et al., 2005; MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

A leishmaniose mucocutanea ou cutdneo-mucosa se complica frequentemente
com o aparecimento de lesdes ulcerosas destrutivas nas mucosas do nariz, boca e
faringe. A propagacao dé-se provavelmente por via hematogénica. Nédulos com focos de
macréfagos infiltrados podem surgir com raros parasitas e tendéncia a ulceragao,
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localizando-se na por¢ao cartilaginosa do septo nasal. Essas Ulceras costumam progredir
em extensao e profundidade, com destruicdo das cartilagens e dos ossos do nariz, da
regiao palatina ou do macigo facial. Progressivamente ocorre a perfuragéo do septo ou do
palato e o processo inflamatério se estende a faringe e a laringe, sendo possivel o
encontro de metéstases cutaneas. Esta forma de leishmaniose recebe também os nomes
de espundia, ferida brava, nariz de tapir e uUlcera de Bauru, sendo causada por L. (V.)
braziliensis e raramente por L. (V.) panamensis (REY, 2002; ALTAMIRANO-ENCISO et
al., 2003).

Nas formas disseminadas cutaneas nao ulcerosas (leismaniose cutaneo-difusa), o
processo tem inicio com o desenvolvimento de lesdo Unica no ponto de inoculacao dos
parasitos pelos flebotomineos. Segue-se uma dispersdo metastatica que dara origem a
lesdes multiplas, nao ulcerativas, disseminadas por toda a pele do paciente. Os nddulos
sdo ricos em macréfagos que vao sendo tomados pelos parasitas, mas a reagao
inflamatéria local € muito reduzida ou mesmo ausente. Sao responséaveis por essa forma
de leishmaniose, a L. (L.) pifanoi, L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis nas Américas;
ou L. aethiopica, na Africa (MOLYNEUX e KILLICK-KENDRICK, 1987).

Nas formas viscerais, os parasitas atacam o sistema fagocitico mononuclear
(SFM) do baco, figado, medula 6ssea e dos tecidos linfides, determinando a
leishmaniose visceral ou calazar. A hipertrofia e a hiperplasia do sistema macrofagico das
visceras é a razao da esplenomegalia (aumento do bago), da hepatomegalia (aumento do
figado), bem como das alteragbes da medula éssea. Os macrofagos aumentam
consideravelmente em namero e seu citoplasma torna-se abundante, contenham ou nao
parasitos em seu interior. Sao responsaveis pela leishmaniose visceral a L. (L.) donovani,
L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi (SINGH e SIVAKUMAR, 2004; BHATTACHARYA et al.,
2006).

No Brasil, a leishmaniose visceral é tipicamente causada por L. (L.) chagasi, mas
ha relatos de casos encontrados no estado da Bahia em que a L. (L.) amazonensis era a
causa da doenga (BARRAL et al., 1991). Em todo o pais ocorrem de 3000 a 5000 novos
casos por ano de leishmaniose visceral, sendo mais de 4000 casos nos ultimos anos. Na
cidade de Natal a doenca € predominante em criangas com aproximadamente quatro
anos de idade (JERONIMO et al., 2004). A maioria dos casos de leishmaniose visceral no
Brasil ocorrem na regido nordeste do pais. Inicialmente, a doenga predominava em
ambientes rurais e periurbanos. Nos anos 90, os estados do Para e Tocantins, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo passaram a participar de maneira significativa
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nas estatisticas da leishmaniose visceral no Brasil. Atualmente, esté registrada em 19
das 27 Unidades da Federagdo, com aproximadamente 1.600 municipios apresentando
casos autéctones (GONTIJO e MELO, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 20086).

A L. (L.) donovani é o agente etiolégico da leishmaniose visceral no subcontinente
indiano, Asia e Africa e a L. (L.) infantum ou L. (L.) chagasi na regido do Mediterraneo e
nas Américas (MURRAY et al., 2005). O maior numero de casos de leishmaniose visceral
é encontrado na india, especialmente em Bihar que é o estado mais populoso e mais
pobre do pais (BHATTACHARYA et al., 2006; JHA, 2006).

Mais de 90% dos casos de leishmaniose cutédnea atingem o Afeganistao, Arabia
Saudita, Argélia, Peru, Brasil, Iran, Iraque, Siria e Suddo (DESJEUX, 2004). Dos casos
de leishmaniose visceral, mais de 90% estdo na india, Bangladesh, Nepal, Sudao e
Brasil. A maioria dos casos mucocutaneos sao encontrados na América Latina (SINGH e
SIVAKUMAR, 2004; BHATTACHARYA et al., 2006).

Apresentacdes clinicas atipicas e graves tém sido descritas em associagao com
imunodepressao, principalmente em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida. Em 1999, foram diagnosticados mais de 1400 casos de coinfecgao HIV-
Leishmania e 90% dos casos foram observados na Italia, Espanha e Franga. Foram
encontrados também casos de coinfeccdo em outras areas do mundo como na India,
Brasil, Oeste da Africa e América do Sul, bem como em pacientes com HIV que viajaram
para essas areas endémicas (PINTADO e LOPEZ-VELEZ, 2001). Segundo SINGH e
SIVAKUMAR (2004), em uma &rea endémica de leishmaniose visceral, em cinco casos
de pacientes com AIDS a primeira manifestacao clinica foi a leishmaniose, que é também
uma das doengas oportunistas mais comuns em individuos com HIV positivo na Espanha
e Franga.

O diagnéstico da leishmaniose € baseado em exames parasitologicos,
imunol6gicos e moleculares. Os exames parasitolégicos (demonstracdo do parasita,
isolamento em cultivo in vitro e isolamento in vivo (inoculagdes em animais) sao
realizados a partir da raspagem ou pungao das lesdes. Os exames imunol6gicos incluem
a intradermorreacao de Montenegro (IDRM) e testes sorologicos. A IDRM é realizada
utilizando-se injegao intradérmica de antigeno distribuido pelo Ministério da Saude. Neste
teste, o resultado é avaliado ap6s 48 horas medindo-se o diametro da reagao no local da
injecao que é considerada positiva quando a induragéo € igual ou maior do que 5 mm. Os
testes sorolégicos (ELISA e IFI) detectam anticorpos anti-Leishmania presentes no soro
dos pacientes. Devido a reagao cruzada com outras doencas, esses testes ndo devem
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ser realizados isoladamente. Os exames moleculares (reagdo de polimerizagdo em
cadeia) sao muito utilizados em pesquisas. Apesar de apresentarem alta sensibilidade
sendo capazes de detectar e identificar a espécie de Leishmania, sao métodos pouco
utilizados na rotina diagndstica por apresentarem custo relativamente alto (MINISTERIO
DA SAUDE, 2007).

1.3 Tratamento

Em 1912, Gaspar de Oliveira Vianna descreveu que o tartaro emético era eficaz
na terapéutica da leishmaniose tegumentar americana. Trés anos mais tarde, na ltalia, foi
relatado o tratamento da leishmaniose visceral com essa droga. Em 1922, a primeira
droga a base de antiménio pentavalente (urea estibamina) tendo efeito contra L. (L.)
donovani foi sintetizada por Brahmchari na india (PETER, 1981 apud SINGH e
SIVAKUMAR, 2004). Existem varios compostos com atividade contra Leishmania, mas
poucos podem ser usados em humanos. A maioria € administrada por via parenteral
(SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

O tratamento de primeira escolha ainda sdo os antimoniais pentavalentes (Sb"),
droga utilizada hd mais de 80 anos que pode apresentar efeitos colaterais, alguns dos
quais bastante graves como: arritmias cardiacas, nefro, pancreato e hepatotoxicidade. Os
antimoniais pentavalentes sdo rapidamente eliminados pela urina e a administragéo é
feita por via parenteral, intramuscular ou endovenosa. A medicagdo deve ser
administrada por equipe especializada e com o paciente hospitalizado. Os compostos de
antiménio usados sao o estibogluconato de sédio (SAG) no velho mundo e antimoniato
de meglumina (Glucantime®) nas Américas (REY, 2002; SINGH e SIVAKUMAR, 2004).
Para padronizacdo do esquema terapéutico, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda que a dose seja calculada em mg Sb"/Kg/dia. O Glucantime® é distribuido em
ampolas de 5 mL que contém 1,5 g de antimoniato de meglumina, correspondendo a 405
mg de Sb'. Portanto, cada mL contém 81 mg de Sb" que é indicado para o tratamento de
todas as formas clinicas (Tabela 1).
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Tabelal: Esquema terapéutico preconizado para as diversas formas clinicas da leishmaniose,
segundo a OMS e Ministério da Saude.

Tempo de duracao
Forma clinica Dose .
minimo
10 — 20 mg Sb'/Kg/dia
Leishmaniose Cutanea Recomenda-se 15 mg 20 dias
Sb'/Kg/dia

Leishmaniose Difusa 20 mg Sb'/Kg/dia 20 dias
Leishmaniose Mucosa 20 mg Sb'/Kg/dia 30 dias
Leishmaniose Visceral 20 mg Sb'/Kg/dia 20 dias

O mecanismo de agao dos antimoniais ainda ndo é completamente conhecido. O
antiménio pentavalente é uma prodroga, sendo necessaria a conversao em antimonio
trivalente que é a forma ativa contra o parasita (CROFT et al., 2006). O antiménio parece
atuar na oxidagao de acidos graxos e glicélise do parasita diminuindo os niveis de
adenosina trifosfato intracelular (CROFT e COOMBS, 2003; RATH et al., 2003).

As drogas de segunda escolha para o tratamento de leishmaniose sédo a
pentamidina e anfotericina B. A pentamidina foi primeiramente usada no tratamento da
pneumonia causada por Pneumocystis carinii. E uma droga administrada por via
intravenosa ou intramuscular. Apresenta maior toxicidade que os antimoniais, por isso é
utilizada quando os resultados com antimoniais ndo sdo satisfatorios. Os efeitos
colaterais apresentados sao: dores no local da injecao, nauseas, dores abdominais,
dores de cabeca e hipotensdo (CROFT e COOMBS, 2003; SINGH e SIVAKUMAR, 2004;
MURRAY et al., 2005). Alguns autores descreveram diabetes mellitus em pacientes
tratados com essa droga (BHATTACHARYA et al., 2006; JHA, 2006). Segundo MURRAY
et al. (2005), na india a pentamidina ndo é um medicamento eficiente que possa substituir
os antimoniais. Por outro lado, a pentamidina administrada em sete doses alternadas de
2 mg/Kg/dia em pacientes da Colémbia demonstrou boa atividade, com até 96% de cura
(SOTO-MANCIPE et al., 1993).

N&o se sabe o exato mecanismo de acdo da pentamidina, mas acredita-se que a
droga age interferindo na sintese do DNA, alterando o cinetoplasto e fragmentando a
membrana mitocondrial (CROFT e COOMBS, 2003; SUNDAR e CHATTERJEE, 2006).

Anfotericina B € um medicamento antifungico derivado de Streptomyces nodosus

também utilizado no tratamento da leishmaniose. E comercializada em frascos contendo
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50 mg de desoxicolato de sddio em forma de pé liofilizado. A administragéo da-se por via
endovenosa. Segundo o Ministério da Saude, recomenda-se no inicio do tratamento dose
de 1 mg/Kg/dia diariamente ou em dias alternados, sem ultrapassar a dose de 50 mg em
cada aplicagdo. A anfotericina B deve ser administrada até atingir doses totais de 1 a 1,5
g para a forma cutanea e 2,5 a 3 g para a forma mucosa da doenca. A reacado adversa
mais importante é a nefrotoxicidade e pode levar a diminuicdo dos teores de potassio e
magnésio no organismo (RATH et al.,, 2003). Quase todos os pacientes apresentam
efeitos colaterais como cefaléia, febre, calafrios e nauseas. Alguns tém proteinuria,
anemia e leucopenia. E recomendado monitoramento semanal eletrocardiografico e
laboratorial das enzimas hepaticas, funcdo renal (uréia e creatinina) e potassio
(MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

Anfotericina B interage com a membrana plasmatica substituindo as moléculas
esterdides, especialmente em membranas com alto contetdo de ergosterol (BAGINSKI et
al.,, 2005). Com isso ha formacdo de poros, causando aumento de permeabilidade e
morte celular (CROFT e COOMBS, 2003; SUNDAR e CHATTERJEE, 2006).

A anfotericina B incorporada em lipossomos € menos téxica e o tratamento € feito
em um curto periodo de tempo (SOLOMON et al., 2007; JHA, 2006). Apresenta-se
comercialmente em ampolas contendo 50 mg de anfotericina B lipossomal liofilizada. E
administrada por via endovenosa em doses de 3 mg/Kg/dia por 5 dias e no décimo dia
doses de 10mg/Kg/dia por 2 dias (MURRAY et al., 2005). A droga é carregada para o
local onde reside o parasita sendo pouco absorvida pelos rins, que é o érgdo mais
afetado pela droga (MUSA et al., 2005).

Segundo Berman et al. (1998), doses de 2 mg/Kg/dia por 6 dias e mais uma dose
no décimo dia de anfotericina B liposomal foram administradas em pacientes com
leishmaniose visceral. No Brasil, 62% desses pacientes foram curados enquanto que no
Quénia e na Iindia obteve-se 100% de cura. Pacientes europeus portadores da co-
infecgdo leishmania/HIV tiveram sucesso no tratamento com anfotericina B lipossomal
(SUNDAR e CHATTERJEE, 2006). A grande desvantagem da anfotericina B lipossomal é
seu alto custo.

Medicamentos atualmente em diferentes fases de testes clinicos para o
tratamento de leishmaniose incluem o miltefosine, paromomicina, azitromicina, azois e
alopurinol.

A primeira droga descrita para o tratamento de leishmaniose por via oral foi o
miltefosine, que é uma droga anti-cancer que teve aprovacdo na india em 2002 para o
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tratamento de leishmaniose visceral (RATH et al.,, 2003; JHA, 2006). Ha relatos que
miltefosine é eficaz em casos de resisténcia aos antimoniais (SUNDAR e CHATTERJEE,
2006).

A variagdo da sensibilidade de espécies de Leishmania a miltefosine foi
demonstrada in vitro por Croft et al. (2006). L. (L.) donovani, L. (L.) aethiopica, L. (L.)
tropica, L. (L.) mexicana e L. (V.) panamensis sdo mais sensiveis a miltefosine do que L.
(L.) major. Em isolados clinicos da Colémbia e Guatemala observou-se essa diferenca na
sensibilidade de leishmaniose cutanea a miltefosine. Em regides da Colémbia onde L.
(V.) panamensis € mais comum, a cura com miltefosine foi de 91%. Na Guatemala, em
regides onde L. (V.) braziliensis e L. (L.) mexicana sdao mais comuns a cura foi de 53%
(SOTO et al., 2004). Pacientes com leishmaniose cutanea na Bolivia foram tratados com
miltefosine (2,5 mg/Kg/dia por 28 dias) e somente 88% tiveram cura da lesdao (SOTO et
al., 2008).

Existem alguns efeitos colaterais associados a essa droga como vémitos,
diarréias, disturbios gastrointestinais, toxicidade renal e dores de cabeca (BLUM et al.,
2004; MURRAY et al., 2005), além de ser um agente teratogénico, contra-indicado para
mulheres gravidas ou que estejam amamentando (SUNDAR e CHATTERJEE, 2006). Os
mecanismos de agao contra a leishmania ainda ndo sdo bem entendidos. Sabe-se que
esta droga bloqueia a sintese e altera a composicdo da membrana celular (CROFT e
COOMBS, 2003; SOTO et al., 2004).

A paromomicina (conhecida também como aminosidine) € um antibiético
proveniente de Streptomyces rimosus usado no tratamento de doencas bacterianas. Em
1980, formulagdes tdpicas da paramomicina mostraram ser efetivas no tratamento da
leishmaniose cutdnea e formulagdes parenterais no tratamento da leishmaniose visceral
(SUNDAR e CHATTERJEE, 2006; CROFT et al., 2006). Recentemente, estudos clinicos
com paromomicina foram iniciados na Africa e na india. Segundo Croft e Coombs (2003)
0 mecanismo de acdo da paromomicina envolve danos a mitocondria. A disfungao
respiratéria e despolarizagdo da membrana causam a morte do parasita (CROFT et al.,
2006). Os efeitos colaterais mais comuns das formulagdes tdpicas sdo edemas, dores e
presenca de bolhas (MURRAY et al., 2005). A paromomicina também pode apresentar
toxicidade renal e toxicidade para o nervo auditivo (SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

Estudos in vitro demonstraram a eficacia da azitromicina contra promastigotas e
amastigotas de diferentes espécies de Leishmania (de OLIVEIRA-SILVA et al., 2008). A
azitromicina administrada por via oral em doses de 450 mg/Kg/dia por 5 dias apresentou
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atividade em hamsters infectados com L. (V.) braziliensis e nenhuma atividade em
hamsters infectados L. (L.) amazonensis (SINAGRA et al., 2007). Quando esse
medicamento foi usado em tratamento clinico de pacientes com leishmaniose cutanea,
apenas 85% dos pacientes responderam ao tratamento (PRATA et al., 2003). No estado
de Minas Gerais, trés pacientes com leishmaniose mucocutanea receberam dose Unica
diaria de 500 mg/Kg por 10 dias, sendo que apods seis meses um dos pacientes
apresentou recidiva (SILVA-VERGARA et al., 2004).

Alguns azéis como cetoconazol, itraconazol e fluconazol atuam inibindo a sintese
de ergosterol e ja foram utilizados na terapéutica da leishmaniose (CROFT et al., 2006).
Promastigotas de L. (L.) donovani, L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis foram mais
sensiveis ao cetoconazol do que promastigotas de L. (L.) aethiopica, L. (L.) major, L. (L.)
tropica e L. (L.) mexicana in vitro (CROFT et al., 2006). Pacientes na Colémbia tratados
com itraconazol (400 mg/dia/28 dias) apresentaram falha terapéutica de até 75% (SOTO-
MANCIPE at al., 1993).

Outro medicamento testado no tratamento de leishmaniose cutanea e visceral é o
alopurinol. Identificado ha aproximadamente 30 anos, apresenta vantagens por ser de
baixo custo, facil administragdo (via oral) e baixa toxicidade, mas parece nao controlar
muito bem as infec¢des (KAMAU et al., 2000; RATH et al., 2003; CROFT e COOMBS,
2003). O tratamento da leishmaniose cuténea colombiana com alopurinol mostrou-se
ineficaz (SINGH e SIVAKUMAR, 2004). Ja o tratamento contra L. (V.) panamensis foi
mais eficaz com a combinacao de alopurinol e antimonial do que somente com antimonial
nas mesmas doses (20 mg/Kg/dia por 15 dias) (BLUM et al., 2004). Fluconazol e
alopurinol quando administrados juntos sdo bem tolerados e bastante ativos contra
Leishmania. Os efeitos colaterais mais comuns sao febre, nauseas, vémitos e perda de
peso (COLAKOGLU et al., 2006).

O alopurinol atua inibindo a sintese de purinas e tem rapido metabolismo e
excrecao (CROFT e YARDLEY, 2002; CROFT et al., 2006). COLAKOGLU et al. (2006)
relataram um caso de paciente com leishmaniose visceral que apresentava insuficiéncia
renal e que foi tratado com sucesso com a associagéo de alopurinol e fluconazol.

Alguns medicamentos utilizados no tratamento de leishmanioses sdo agentes
antifangicos, antibacterianos e anticancer. Muitos estudos tém sido dedicados a pesquisa
de novos agentes quimioterapicos eficazes contra esse parasita.

O tamoxifeno é um trifeniletileno, droga antiestrogénica utilizada ha mais de 20
anos no tratamento e prevengao do cancer de mama (JORDAN, 2003; JONAT et al.
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2006; VOGEL et al.,, 2006). O mecanismo de acdo se da pela ligagdo da droga a
receptores de estrogeno blogueando o crescimento das células no tumor (ALTAN et al.,
1999; JONAT et al. 2006). Os efeitos colaterais mais comuns relacionados a essa droga
sao cefaléia, nduseas e vomitos (INADA et al.,, 2005). Em periodos mais longos de
tratamento pode resultar no desenvolvimento de tumores no Utero. Ha casos de
retinotoxicidade, mas sao relativamente raros (ALTAN et al., 1999; INADA et al., 2005;
JONAT et al. 2006; GRILLI, 2006).

O tamoxifeno também age independentemente da interagcdo com o receptor de
estrégeno inibindo a acidificacdo de organelas intracelulares, a atividade de proteina
quinase C, a secrecdo de proteases, a atividade de calmodulina e de fosfodiesterase
(WISEMAN et al., 1990; CHEN et al., 1999). O tamoxifeno parece também interagir com
membranas alterando sua funcionalidade.

A sensibilidade de microrganismos ao tamoxifeno foi avaliada em Candida
albicans (BEGGS, 1996) e Coccidioides immitis in vitro (DRUTZ et al., 1981). Em nosso
laboratério mostramos que o tamoxifeno € ativo contra promastigotas de L. (V.)
braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (L.) chagasi, L. (L.) donovani e L. (L.) major, e
amastigotas de L. (L.) amazonensis in vitro (MIGUEL et al., 2007). Quando esse trabalho
foi iniciado, resultados preliminares obtidos em nosso laboratério indicavam que o
tamoxifeno era eficaz no tratamento de infecgbes por L. (L.) amazonensis em modelo
experimental. Esses resultados foram confirmados posteriormente por Miguel et al.
(2008).

O mecanismo de acdo desta droga na Leishmania é ainda completamente
desconhecido. O tamoxifeno é capaz de alcalinizar vacuolos de macréfagos infectados
com amastigotas de L. (L.) amazonensis, mas isso nao foi suficiente para matar o
parasita (MIGUEL et al., 2007).

1.4 Eficacia de antimoniais no tratamento de leishmaniose: o problema da

resisténcia

A cura da leishmaniose depende de varios fatores como o sistema imune do
hospedeiro, a cepa adquirida, a forma clinica da doenga e a droga utilizada. Em todas as
areas endémicas encontram-se casos que nao respondem ao tratamento. A resisténcia
de isolados de L. (L.) donovani aos antimoniais é observada em larga escala na india,
especialmente no estado de Bihar. Isolados de diferentes areas geogréaficas de Bihar
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avaliados quanto a sensibilidade aos antimoniais revelaram que 37.6% foram sensiveis e
62.4% resistentes a essa droga (THAKUR et al., 2004). Depois que os antimoniais se
mostraram ineficazes, as drogas de segunda escolha como anfotericina B e miltefosine
passaram a ser indicadas no tratamento da leishmaniose obtendo-se 90% de cura
(SUNDAR et al., 2001). Em um estudo recente realizado no Sudéo, Sharief et al. (2006)
avaliaram a sensibilidade de isolados de L. (L.) donovani aos antimoniais e anfotericina B.
De oito isolados, seis mostraram-se resistentes aos antimoniais e todos responderam ao
tratamento com anfotericina B.

Em Israel, 27 pacientes foram diagnosticados apresentando leishmaniose cutanea
causada por L. (V.) braziliensis. Esses pacientes foram infectados em uma area
endémica da Bolivia para onde haviam viajado. Foram tratados com antiménio
pentavalente (20 mg/Kg/dia durante 25 dias), sendo que 37% dos pacientes nao
responderam ao tratamento e 63% tiveram que interrompé-lo devido a efeitos adversos
(SOLOMON et al., 2007). Um grupo de pacientes da Bolivia que apresentavam a forma
cutanea da doenga foram tratados com Glucantime® (20 mg /Kg/dia por 20 dias) obtendo
94% de cura (SOTO et al., 2008). Na Colébmbia os pacientes apresentam resposta
terapéutica de até 91% (SOTO-MANCIPE et al., 1993). No Peru, de 26 isolados de L. (V.)
braziliensis 22 apresentaram resisténcia aos antimoniais. Estes pacientes foram entdo
tratados com anfotericina B (YARDLEY et al., 2006).

No Brasil, a cura da leishmaniose visceral com antimoniais é considerada alta,
com relatos de sucesso terapéutico em mais de 95% dos pacientes. Na cidade de
Teresina, capital do estado do Piaui, a avaliacdo de pacientes tratados com antimoniais
mostrou que apenas 5% dos pacientes nao responderam ao tratamento, necessitando da
administracdo de drogas de segunda escolha (SANTOS et al., 2002; WERNECK et al.,
2003). Em areas endémicas em Pernambuco e Bahia, pacientes com leishmaniose
tegumentar causada por L. (V.) braziliensis foram tratados com antimoniais obtendo
sucesso com o tratamento (FOLLADOR et al., 1999; ANDRADE et al., 2005). Em um
estudo realizado no Rio de Janeiro, de 159 pacientes com leishmaniose cutanea, 23
(16%) apresentaram falha terapéutica no tratamento com antiménio pentavalente
(OLIVEIRA-NETO et al., 1997). No entanto, esses pacientes foram tratados com um
esquema de baixas doses (5 mg/Kg/dia por 30 dias).

Para iniciar um tratamento de leishmaniose € importante saber das manifestagoes
clinicas e também da sensibilidade da droga que depende das espécies de Leishmania
(CARVALHO et al., 2006). Encontra-se na literatura varios trabalhos sobre isolados de
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espécies de Leishmania em regides do Brasil. Apesar de relatos de falha terapéutica de
antimoniais em pacientes brasileiros, até o momento apenas um estudo analisou a
sensibilidade in vitro de isolados brasileiros de Leishmania as drogas comumente
utilizadas na quimioterapia. Neste estudo, Azeredo-Coutinho et al. (2007) demonstraram
que os isolados menos sensiveis ao antiménio, observado nos experimentos in vitro,
correspondiam aos pacientes que apresentaram falha terapéutica ou recaida.

Devido a isto percebemos que é de grande importancia a avaliagéo in vitro da
sensibilidade dos parasitas a varias drogas.

Em todas as regides do Brasil encontram-se casos de leishmanioses. A regido
nordeste é a que apresenta o maior niumero de casos da doengca (GONTIJO e MELO,
2004; LAINSON e RANGEL, 2005; DANTAS-TORRES e BRANDAO-FILHO, 2006;
TOJAL DA SILVA et al., 2006). No estado da Bahia, ha relatos de que L. (V.) braziliensis
€ 0 agente etiologico predominante da leishmaniose cutdnea (ROMERO et al., 2001).
Barral et al. (1991) isolaram amostras de pacientes com diferentes formas clinicas de
leishmanioses no estado da Bahia. Desses isolados, 40 foram identificados como L. (L.)
amazonensis, 39 como L. (V.) braziliensis e 35 como L. (L.) chagasi. Em Goias, de 1994
a 2003 foram notificados 469 casos de leishmaniose tegumentar distribuidos em 39% dos
municipios. Niquelandia é o municipio que se destacou com 22% dos casos do estado.
Foi notificada uma incidéncia de 8,8 casos por 100 mil habitantes e um percentual de
68% de cura. Quanto a leishmaniose visceral foram confirmados 35 casos em 5% dos
municipios, com alto numero de mortes (17%) e incidéncia menor que 1 caso a cada 100
mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Nao foi encontrado nenhum trabalho que
tenha testado drogas de primeira escolha ou de segunda escolha em isolados de
Leishmania no estado de Goias, Bahia, Tocantins e/ou Para. Uma colaboragéao
estabelecida entre nosso laboratério e a Dr®. Miriam Dorta e Dr?. Gléria M. C. A. A. Lima
(UFGO) nos permitiu obter 15 culturas de Leishmania, todos isolados recentes de
pacientes com leishmaniose cutdnea provenientes de Goiés, Bahia, Tocantins, Para e
Guiana Francesa.

Dos 15 pacientes com leishmaniose tegumentar americana, 12 apresentavam a
forma cutanea localizada, 1 deles apresentava a forma mucocutanea da doenga, 1
apresentava a forma cutanea disseminada e 1 a forma cuténea difusa. Estes pacientes
foram tratados com diferentes doses de Glucantime® e avaliados em ambulatério na
cidade de Goiania, Goias. Dois desses pacientes ja haviam recebido tratamento prévio
com antimonial e ndo tinham apresentado resposta clinica. Um deles ja havia sido tratado
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também com pentamidina e itraconazol. Quatro pacientes nao retornaram para o
tratamento e ndo puderam ser seguidos (Tabela 2).

Assim, decidimos avaliar a sensibilidade desses isolados as drogas comumente
utilizadas na terapéutica. Considerando a eficacia do tratamento com tamoxifeno
observada por nosso grupo em modelo experimental de L. (L.) amazonensis, decidimos
também ampliar a avaliagdo de tamoxifeno como potencial quimioterapico para
leishmaniose, avaliando sua eficacia em modelo experimental de L. (V.) braziliensis e

analisando o padrao de sensibilidade de isolados de campo a esse farmaco.

Tabela 2: Isolados brasileiros obtidos de pacientes com leishmaniose cutanea

Paciente/ano/ Sexo® Idade Tempo de Forma Tratamento
local (anos) lesdo® Clinica® anterior®
Lb Glucantime®
BES/06/GO M 41 8m CL 518 g AM)
EFSF/06/GO"? F 44 3m CL nenhum
GDL/06/GO"? F 60 8m CcL nenhum
HPV/06/TO"? M 46 3m CcL nenhum
IMG/03/GO"° F 43 1,5m CcL nenhum
PPS/06/BAL® M 69 20a MC nenhum
RPL/05/GF? M 46 3m CcL nenhum
TMB/06/GO"? F 15 3m CL nenhum
UAF/06/TO M 29 2m CcL nenhum
WSS/05/GO° M 22 8m CL nenhum
EGS/04/GO"? M 57 2m CcL nenhum
JRS/01/GO" M 29 4m CS nenhum
JSC/06/PAL? M 57 1,5m CL nenhum
Pentamidina,
MAB/03/PAL™ M 19 14 a CD Glucantime® e
Itraconazol
VBL/O1/PAL™ M 19 4m CcL nenhum

*lsolados de L. (V.) braziliensis, ** L. (L) amazonensis e " L. (L.) major-like.

2 F = feminino, M = masculino; > m = meses, a = anos; ° CL = cutanea localizada,MC =
mucocutanea, CD = cutanea difusa, CS = cutanea disseminada;  tratamento anterior ao
isolamento da cepa, AM = Antimoniato de meglumine (18 g = 60 ampolas de Glucantime®).
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2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Avaliar a sensibilidade de isolados de Leishmania obtidos de pacientes brasileiros

a antimoniato de meglumina, anfotericina B e tamoxifeno.
2.2 Objetivos especificos

- Confirmar a identificagéo dos isolados de pacientes com leishmaniose cutanea de
diferentes regides brasileiras

- Padronizar um método para avaliar a sensibilidade de promastigotas e amastigotas

in vitro

- Utilizando amastigotas intracelulares, avaliar a sensibilidade de isolados de

Leishmania ao antimoniato de meglumina

- Utilizando promastigotas, avaliar a sensibilidade dos isolados a anfotericina B e

tamoxifeno
- Correlacionar a resposta clinica dos pacientes ao tratamento com a atividade in vitro

- Analisar a atividade de tamoxifeno in vivo em modelo experimental de infeccdo com

L. (V.) braziliensis
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3 Materiais e métodos

3.1 Isolados de Leishmania

Os isolados de Leishmania utilizados neste trabalho foram obtidos de pacientes
provenientes dos estados de Goias (n=8), Bahia (n=2), Para (n=3), Tocantins (n=2) e da
Guiana Francesa (n=1) (Figura 1). O diagnéstico dos pacientes e isolamento dos
parasitas foram realizados no Hospital de Doencas Tropicais de Goiania, Goias, Brasil.
As linhagens referéncia utilizadas foram L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 e L.
(L) amazonenis MHOM/BR/1973/M2269. A linhagem de L. (V.) braziliensis
MHOM/BR/2001/BA isolada de um paciente do estado da Bahia utilizada nesse trabalho
foi cedida pela Dr2. Camila Indiani de Oliveira, do Centro de Pesquisas Gongalo Muniz,
Fiocruz, BA.

RPL/05/GF JSC/06/PA
\1 MAB/03/PA
VBL/01/PA

HPV/06/TO

| __ —~—7 UAF/06/TO
u [ 27 .

BES/06/GO ' La A saresion

EFSF/06/GO / | Y PPS/06/BA

GDL/06/GO '

IMG/03/GO (

TMB/06/GO

WSS/05/GO

EGS/04/GO

JRS/01/GO

Figura 1: Distribuigdo geografica dos isolados de Leishmania obtidos de pacientes brasileiros.
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3.2 Cultivo de Leishmania

As formas promastigotas de parasitas do género Leishmania foram cultivadas em
meio 199 (Gibco-BRL), que foi preparado diluindo-se o pd para meio 199 em &gua
destilada e adicionando-se HEPES 40 mM, pH 7,4, adenina 0,1 mM, hemina 0,005%,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 100 upg/mL de
penicilina/estreptomicina. Para as espécies de L. (V.) braziliensis o meio de cultivo foi
acrescido de 2% de urina humana masculina estéril. O meio foi esterilizado por filtragem
e mantido em prova de esterilidade durante 24 h a 37 °C. As culturas foram mantidas em
estufa a 25 °C.

3.3 Extracao de DNA gen6émico de Leishmania

Apbs contagem das células em camara de Neubauer, 1x10® células de fase
estacionaria foram coletadas por centrifugacéo a 690 x g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em 150 uL de TELT (Tris 50 mM pH 8,0; EDTA
62,5 mM pH 9,0; LiCl 2,5 M e TRITON X-100 4%) que foi incubado a temperatura
ambiente por 5 min. Foram adicionados 150 uL de fenol/cloroférmio 1:1 (vol/vol),
agitando-se a mistura lentamente por 5 min. A mesma foi entdo centrifugada a 13040 x g
por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo contendo 300 uL de etanol,
homogeneizado e incubado por 5 min a temperatura ambiente. A mistura foi entdo
centrifugada a 13040 x g por 5 min, descartando-se o sobrenadante. Apos evaporagao do
etanol residual, ressuspendeu-se o sedimento em 50 pL de TE (Tris 10 mM pH 7,0, EDTA
1 mM pH 8,0) e RNase 0,2 mg/mL. Incubou-se em estufa a 37 °C durante 1 h e o DNA
extraido foi mantido em refrigerador a 4 °C (MEDINA-ACOSTA e CROSS, 1993).

3.4 Eletroforese de DNA

Para separar os fragmentos de DNA foi utilizado gel de agarose na concentragao
de 0,8% em tampé&o TAE 1X (Tris-acetato 40 mM pH 8,0; EDTA 1 mM). Para visualizagéao
do DNA, o gel foi corado com brometo de etidio (0,75 upg/mL), observado em
transiluminador de UV e fotografado em Eagle Eye (Stratagene). DNA de fago A
(Fermentas) digerido com Hin dIII (New England Biolabs) foi utilizado como padréo de

peso molecular.
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3.5 Reacao de polimerizacao em cadeia (PCR)

Para as reacdes de PCR foi utilizado o método de Mullis e colaboradores (1986)
com a seguinte mistura de reagdo: 100 ng de DNA gendémico, 100 ng de cada “primer”,
10 mM de cada dNTP, 5 puL de tampéao 10 x (Tris HCI 750 mM pH 9,0; KCI 500 mM;
MgCl, 20 mM e (NH,4)> SO4) 200 mM, 5 Ul de Tag DNA polimerase e agua (bidestilada e
autoclavada) para um volume final de 50 pL.

Condicdes de reacao: 1 ciclo: 1 min a 94 °C; 30 ciclos: 1 min a 94 °C; 1 min na
temperatura de anelamento dos “primers”; 1 mina 72 °C e 1 ciclo: 7 min a 72 °C.

Os “primers” utilizados foram: LbM2a: 5° ATG TCC ACT GCC GAC AT 3’ e
LbM2b: 3° CTA AAT AGG CTC AGC GTC GT 5 complementares as extremidades 5’ e 3’
do gene META 2 de L. (V.) braziliensis (geneDB.org); IR1: 5° GCT GTA GGT GAA CCT
GCA GCA GCT GGATCATT 3’;1R2: 5 GCG GGT AGT CCT GCC AAA CAC TCA GGT
CTG 3 e 5.8R: 5 GGA AGC CAA GTC ATC CAT C 3 (CUPOLILLO et al., 1995). O
produto amplificado do gene META 2 foi digerido com a enzima Xho | (Biolabs).

3.6 Ensaio com anticorpos monoclonais

Os ensaios com anticorpos monoclonais foram realizados pela Prof®. Dr®. Edna
Ishikawa da Universidade Federal do Para.

Para preparacao da lamina, os promastigotas foram centrifugados a 1000 x g por
10 min e lavados uma vez em PBS pH 7,2 (NaH,PO, 2,5 mM, Na,HPO, 7,4 mM e NaCl
137 mM). Foram adicionados 10 pL da solucdo contendo 1 x 10° parasitas/mL em cada
poc¢o da lamina e apds 90 seg foi removido todo o excesso deixando-se secar a lamina a
temperatura ambiente. A fixagdo foi feita com acetona por 15 min.

Os anticorpos monoclonais utilizados foram: B2, B5, B11, B12, B18, B19, M2, T3,
CO2, L1, WIC, W1, W2, N2, N3 e WA2 (MCMAHON-PRATT et al., 1982; HANHAM et al.,
1991; SHAW et al., 2007).

3.7 Clonagem

Foi utilizado como vetor o plasmideo TOPO do kit para sequenciamento “TOPO
TA Cloning® kit for sequencing” (Invitrogen™).
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Como inserto foi utilizado o produto da PCR das regides ITS1, 5.8S e ITS2
(espacadores transcritos internos) localizadas entre os genes 18S e 24Sa do RNA
riboss6mico (Figura 2).

5.8R
o=
IR1 IR2
- -
------- B
58S

Figura 2: Representacao esquematica do cistron ribossémico de tripanossomatideos. IRI, IR2 e
5.8R indicam as sequéncias utilizadas para construgéo dos oligonucleotideos.

3.8 Ligacao

A ligagao foi realizada utilizando o kit “TOPO TA Cloning® kit for sequencing”
(Invitrogen™) onde foi adicionado 1 pL do produto de PCR, 3 uL de &gua, 1 pL solugéo
salina e 1 yL de TOPO. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 min.

3.9 Preparacao da bactéria competente

Para preparagao da bactéria competente foi utilizado o método descrito por Cohen
e colaboradores (1972), que baseia-se no tratamento das bactérias com cloreto de calcio.

Um inéculo de bactérias preparado em 3 mL de meio LB (triptona 1%; extrato de
levedura 0,5%; NaCl 0,18 M) foi acrescido dos antibi6ticos apropriados e incubados a 37
2C por 16 h sob agitagdo. Em seguida, 500 uL da cultura foram inoculados em 100 mL de
meio LB e incubados a 37 °C sob agitacao até atingir DOgoo entre 0,3 e 0,6. As células
foram incubadas no gelo por 5 a 10 min e centrifugadas a 3.000 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso na metade do volume
original com 50 mM CacCl, gelado. As células foram centrifugadas como descrito acima e
o sedimento ressuspenso em volume (mL) correspondente a 10 vezes o valor obtido para
DOgoo de 50 mM CaCl, e 15% de glicerol. As bactérias competentes (200 L) foram
aliquotadas e armazenadas a - 70 °C.
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3.10 Transformacao

Apoés a ligacao, o DNA foi misturado a 200 uL de bactéria competente Escherichia
coli (DH5a) e incubado no gelo por 20 min. Logo em seguida a mistura foi submetida a
choque térmico a 42 °C por 90 segundos e novamente incubada em gelo por 3 min.
Foram adicionados 800 uL de meio LB e a mistura foi incubada a 37 °C por 60 min. Apds
esse periodo, a mistura foi centrifugada por 2 min a 11.180 x g, plaqueada em meio LB
contendo ampicilina 100 yg/mL e mantida a 37 °C por 16 h.

3.11 Purificacao de DNA de plasmideo (Miniprep)

A cultura de bactérias (1,5 mL) foi centrifugada a 16.090 x g por 1 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 300 pL da solugéo PI (Tris-
HCI 50 mM pH 8; EDTA 10 mM pH 8; RNase 100 ug/uL). Em seguida foi adicionado 300
ML da solucao Pl (NaOH 0,2 N; SDS 1%) e incubado a temperatura ambiente por 5 min.
Logo apos, foi acrescentado 300 uL da solucéo PlIl (acetato de potassio 3M pH 5,5). A
mistura foi centrifugada a 21.910 x g por 10 min e o sobrenadante recuperado. Foi
adicionado 400 uL isopropanol e centrifugado como descrito acima. O precipitado foi
lavado com 600 pL de etanol 70% e centrifugado novamente a 21.910 x g por 5 min. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado seco ressuspenso em 50 uL de agua.

3.12 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado segundo o método descrito por Sanger e
Coulson (1975) com modificagbes para a utilizacdo de terminadores fluorescentes.
Utilizou-se o kit “Big dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied
Biosystems). Na reacdo foi utilizado 100 ng dos iniciadores M13 Forward ou M13
Reverse e 100 ng de DNA de plasmideo.

Condicoes de reacao: 1 ciclo: 1 min a 96 °C; 30 ciclos: 15 seg a 96 °C; 15 seg a
50 °C; 4 min a 60 °C.

O produto da reagao de sequenciamento foi precipitado com 90 pL de isopropanol
66%, homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 15 min. Ap6s incubacao,
as amostras foram centrifugadas a 15.300 x g por 20 min, lavadas com etanol 70%
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gelado e processadas em um sequienciador automatico, aparelho ABI Prism 310 Genetic
Analyser (Applied Biosystems).

3.13 Analise das sequéncias de nucleotideos

Sequéncias de nucleotideos das regides ITS1 5.85 e ITS2 do isolado
EFSF/06/GO foram analisadas no programa BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) e alinhadas com as seqiéncias de
diferentes espécies de Leishmania obtidas do GeneBank. O alinhamento foi realizado
com o auxilio do programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw) e a arvore de maxima
parcimonia foi construida utilizando o programa PAUP* 4.0 (SWOFFORD, 1998).

3.14 Drogas

Antimoniato de meglumina (Glucantime®) foi cedido pela Sanofi-Aventis.
Anfotericina B desoxicolato de sédio e tamoxifeno foram adquiridos da Sigma-Aldrich. As
diluicbes das drogas foram realizadas em meio RPMI (antimoniato de meglumina), 4gua
(anfotericina B) e etanol (tamoxifeno).

3.15 Avaliacao da atividade de drogas contra promastigotas de Leishmania sp.
3.15.1 Andlises de turvacao

Os ensaios de turvacao foram realizados incubando-se os promastigotas de fase
logaritmica em placas de 96 pocos e a leitura foi realizada em leitor de ELISA medindo a
absorbancia a 595 nm, 620 e 595 usando-se como referéncia 690 nm.
3.15.2 Teste de MTT classico

No teste de MTT descrito por Moreira et al. (1996) utilizou-se promastigotas de
fase logaritmica (5 x 10%/mL) que foram incubados por 24h em placas de 24 pocos com
diferentes concentracées de droga. Apds o periodo de incubacdo, as culturas foram

transferidas para tubos tipo eppendorf e centrifugadas a 1.000 x g por 5 min. O
sobrenadante foi desprezado e as células lavadas 3 vezes com 1 mL de tampéao A (NaCl
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116 mM, KCI 5,4 mM, MgSO, 0,8 mM, glicose 5,5 mM e MOPS 10 mM). Apés lavagens,
o sedimento foi ressuspenso em 100 uL de tampéo A e 20 uL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5 difenil bromo tetrazolium (MTT) 5 mg/mL e incubados por 2 h a 25 °C. A reacgao foi
interrompida pela adicdo de 200 uL de dodecil sulfato de sédio (SDS) 10%. O contetudo
de cada poco foi homogeneizado e transferido 200 uL para placa de 96 pogos. A leitura
foi realizada em leitor de ELISA, medindo-se a absorbancia a 595 nm, utilizando-se como
referéncia 690 nm.

3.15.3 Microteste de MTT

O teste de MTT foi modificado a partir do método descrito por Moreira et al.
(1996). Promastigotas de fase logaritmica tardia (3 ou 4 dias de cultura) foram coletados
por centrifugacdo a 1000 x g por 10 min e ressuspensos em meio 199 para concentra¢ao
de 2 x 10’/mL. Em uma placa de 96 pogos foi distribuido em triplicata 150 uL da
suspensdo contendo 3 x 10° parasitas. Concentragbes crescentes das drogas foram
adicionadas logo em seguida e a placa foi incubada a 25 °C por 24h. Apds o periodo de
incubagéo, foi acrescentado 30 uL de MTT 5 mg/mL. A suspensao foi incubada por 2 h a
25 °C. A reagéo foi interrompida adicionando-se 50 pL de SDS 20% e homogeneizando-
se o conteudo de cada poco. A leitura foi realizada em leitor de ELISA medindo-se a
absorbancia a 595 nm e usando-se como referéncia 690 nm. A mitocondria do parasita
vivo converte o MTT em um produto corado denominado formazan, que pode ser medido
espectrofotometricamente (MOSMANN, 1983). O teste foi realizado com todos os
isolados de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis e com o isolado MAB/O3/PA de L.
major-like, com o isolado de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/01/BA coletado no estado da
Bahia e com as linhagens referéncia L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 e L. (L.)
amazonensis MHOM/BR/1973/M2269. Os parasitas foram tratados com anfotericina B,
tamoxifeno e Glucantime®. Os experimentos com cada isolado foram repetidos
independentemente pelo menos 2 vezes e foram sempre realizados em paralelo com a
linhagem referéncia.

Para as andlises de Clsy e Clg (concentragdo da droga que inibe 50 e 90% da
viabilidade celular) foi utilizado o programa Origin 7.5.
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3.16 Cultivo de macréfagos

As linhagens de macroéfagos J774 A.1 e THP-1 foram cedidas pela Dr®. Sonia
Jancar Negro e Dr. Ises de Almeida Abrahamsohn, respectivamente, do Departamento
de Imunologia (ICB-USP). Esses macrofagos foram mantidos em meio RPMI 1640
(Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) em estufa a 37 °C com
atmosfera de 5% CO,,

3.17 Macrofagos residentes de peritonio de camundongos BALB/c

Fémeas de camundongos BALB/c foram sacrificadas em camara de CO,. Apos
exposicao do abdémen para perfuragao do periténio, procedeu-se a lavagem da cavidade
peritoneal com 3 mL de meio RPMI completo gelado. O procedimento foi repetido quatro
vezes e o0 material recolhido foi mantido em gelo. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 300 x g por 10 min a 4 °C, ressuspensas em meio RPMI completo gelado
e plagueadas.

3.18 Obtencao de macrofagos de medula

Segundo o método descrito por Zamboni e Rabinovitch (2003), camundongos
BALB/c foram sacrificados em camara de CO,. O fémur de cada pata foi retirado e as
epifises cortadas. Uma agulha 21 G conectada a seringa de 5 mL foi introduzida no canal
medular que foi lavado com 5 mL de meio R2030. O material foi armazenado em placa de
Petri de poliestireno (Optilux™) e mantido a 37 °C com atmosfera de 5% CO, por 7 dias.
Para cada fémur foi utilizada uma placa, acrescentando-se mais 10 mL de meio R2030
no terceiro ou quarto dia. Apds esse periodo, os 16 mL de meio foram descartados e
adicionado 5 mL de meio RPMI sem soro gelado. As placas contendo macréfagos
aderidos foram incubadas em gelo por 15 min e os macréfagos descolados com cell
scraper (Corning Inc.®). O material foi centrifugado a 60 x g por 10 min a 4 °C e
ressuspenso em meio R105. As células foram contadas em cémara de Neubauer e
plaqueadas.

O meio R2030 foi preparado com 50% de meio RPMI, 20% de soro fetal bovino
(SFB) e 30% do sobrenadante de cultura de fibroblasto L929. O meio R105 foi preparado
com 85% de meio RPMI, 10% de soro fetal bovino (SFB) e 5% do sobrenadante de
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cultura de fibroblasto L929. As células L929 foram cedidas pela Dr®. Marta Maria
Geraldes Teixeira do Departamento de Parasitologia (ICB - USP) e cultivadas em DMEN
(Dulbecco’s modified Eagle’'s medium) (Sigma Chemical) suplementado com 10 % de
SFB a 37 °C 5% CO..

3.19 Avaliacao da atividade de drogas contra amastigotas intracelulares

3.19.1 Macréfagos de periténio e J774 A.1

Os macrofagos J774 A.1 e macréfagos extraidos de peritbnio de camundongos
foram cultivados em placas de 24 pogos contendo laminulas de 13 mm de didametro. Em
cada poco foram adicionados 4 x 10° macréfagos de linhagem J774 A.1 que foram
mantidos por 2 h em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% CO, para aderirem nas
laminulas. Ja as células extraidas de peritdnio foram mantidas por 24 h nas mesmas
condicdes. ApOs esse periodo as células foram lavadas com PBS (NaH.PO, 2,6 mM;
Na,HPO, 7,4 mM; NaCl 137 mM pH 7,2) a 37 °C para remocdo das células nao
aderentes. Os macréfagos foram infectados com promastigotas de L. (V.) braziliensis
MHOM/BR/1975/M2903 em propor¢cdes de 5:1, 10:1 e 15:1 (parasitas: macrofago). O
periodo de incubagdo variou de 3 a 24h em estufa a 33 °C com atmosfera de 5% CO,,
Apoés internalizagéo, a cultura foi lavada 3 vezes com PBS pré-aquecido a 33 °C e em
seguida incubada em RPMI completo a 33 °C na presenca das drogas analisadas. Apés
24h o meio e a droga foram trocados. Depois de 72h de experimento, a cultura foi
novamente lavada com PBS a 33 °C e as células foram fixadas com metanol por 1 min e
coradas com o conjunto de corantes Instant Prov (Newprov). As laminas foram
observadas ao microscopio éptico avaliando-se a porcentagem de células infectadas e o
numero de amastigotas por célula.

3.19.2 Macrofagos THP-1

Macréfagos THP-1 (6 x 10°’mL) de linhagem leucémica humana foram
distribuidos em placa de 24 pocos contendo laminulas de 13 mm de didmetro. Para
adesdo e ativagao dos macréfagos nas laminulas foi utilizado 20 nM de PMA (forbol
miristato acetato). A placa foi incubada em estufa a 37 °C com 5% CO, durante 48 h.
Apébs esse periodo, os pogos foram lavados 2 vezes com PBS a 33 °C e adicionado
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promastigotas de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 na proporgédo de 10
parasitas por macréfago.

3.19.3 Macréfagos de medula

Macrofagos de medula foram cultivados em placas de 24 pogos contendo
laminulas de 13 mm de diametro. Cada laminula recebeu 3 x 10° macréfagos que foram
mantidos por 24h em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% CO, para aderirem nas
laminulas. Apds esse periodo as células foram lavadas com PBS pré-aquecido a 37 °C.
Os macrofagos foram infectados com promastigotas de Leishmania em proporcdes de
10:1 (parasitas: macréfago) por 3 h em estufa a 33 °C com atmosfera de 5% CO,, Apos a
infec¢do, a cultura foi lavada 2 vezes com RPMI sem soro a 33 °C e adicionado meio
R105 a 33 °C na presenca das drogas analisadas. Cada concentragdo de droga foi
avaliada em triplicata e em pelo menos dois experimentos independentes. Os macréfagos
infectados foram tratados por 6 dias trocando-se 0 meio e a droga no terceiro dia. Apés
esse periodo, a cultura foi novamente lavada com PBS pré-aquecido a 33 °C e as células
foram fixadas com metanol por 1 min e coradas com o conjunto de corantes Instant Prov
(Newprov). As laminas foram observadas ao microscopio éptico. Para as analises de Cls,
e Clgy (concentracéo da droga que inibe 50 e 90% da viabilidade celular) foi utilizado o
programa Origin 7.5.

3.19.4 Ensaios de citotoxicidade

Macréfagos de medula (5 x 10° macréfagos/mL) em 400 uL de meio R105 foram
incubados em placas de 24 pocos por 24h em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. Em seguida
foram adicionadas concentragdes de 10, 15 e 20 uM de tamoxifeno e 135, 405 e 810
ug/mL de Sb' por 6 dias trocando o meio e a droga no terceiro dia. A placa foi mantida
em estufa a 33 °C e 5 % de CO, Ao término desse periodo, as células foram lavadas
com tampao A pré aquecido e a seguir incubados com MTT em tampao A (60 uL de MTT
5 mg/mL e 180 pL de tampao A). A placa foi incubada por 2h em estufa a 33 °C e 5 % de
CO.,. A reacéo foi interrompida adicionando-se 100 uL de dodecil sulfato de s6dio (SDS)
20% e homogeneizando-se o conteludo de cada poco. A leitura foi realizada em leitor de
ELISA medindo-se a absorbancia a 595 nm e usando-se como referéncia 690 nm.
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3.20 Camundongos BALB/c

Fémeas de camundongos BALB/c com aproximadamente 4 semanas de idade
foram adquiridos do biotério do Departamento de Parasitologia (ICB - USP).

3.21 Infeccao de camundongos BALB/c com isolados de L. (V.) braziliensis

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c foram separados em grupos de 6 ou 7
para inoculacdo de 1x10° e 5x10° promastigotas de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/01/BA
e UAF/06/TO. Os parasitas foram inoculados por via intradérmica na orelha esquerda (10
uL salina 0,9% contendo 1x10° promastigotas) ou por via subcutanea na pata posterior
esquerda ou na base da cauda (50 pL salina 0,9% contendo 5x10° promastigotas). Para
medir as lesbées foi utilizado um paquimetro (Mitutoyo). O didmetro da cauda e a
espessura da pata e orelha foram medidas semanalmente por 12 semanas.

3.22 Tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. (V.) braziliensis

Grupos de 6 ou 7 camundongos BALB/c fémeas foram inoculados com 1x10°
promastigotas de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/01/BA na orelha esquerda. O tratamento
iniciou-se 21 dias apds o inéculo dos parasitas. Os camundongos receberam citrato de
tamoxifeno ou Glucantime® (20 mg/Kg/dia por 15 dias consecutivos) ou anfotericina B
(0,5 mg/Kg/dia por 12 dias alternados) por via intraperitoneal. O grupo controle recebeu
somente salina por 15 dias consecutivos. Estes testes foram realizados trés vezes
independentemente.

O tratamento por via tépica foi realizado com tamoxifeno 20 mg/Kg/dia diluido em
10% de glicerol e 90% de etanol, aplicando-se com pipeta 10 yL da droga no local da
lesédo. Um grupo de camundongos recebeu somente a solugé@o de glicerol com etanol. Os
animais receberam 12 doses de droga, sendo 7 consecutivas na primeira semana e 5
doses didrias apdés um intervalo de 7 dias. A espessura da orelha foi medida

semanalmente durante 12 semanas.
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3.23 Quantificacao de parasitas por diluicao limitante

Foram sacrificados 3 ou 4 camundongos de cada grupo: controle ndo tratado,
tratados com anfotericina B ou Glucantime® ou tamoxifeno. A orelha foi recortada
isolando-se o tecido na regiao da lesdo que foi homogeneizado com 1 mL de PBS estéril.
O material foi armazenado em gelo para posterior centrifugagdo a 60 x g por 8 min e
recolhimento do sobrenadante. Em seguida, foi realizada nova centrifugacédo a 600 x g
por 10 min e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml de meio 199. As células foram
contadas em camara de Neubauer e distribuido 150 pyL no primeiro pogo de uma placa de
96 pogos contendo 50 pL de meio 199. A partir disso, foram realizadas diluicbes
sucessivas de 20 pL até o ultimo pogo, sendo que a todos os pogos foram adicionados
180 pL de meio 199. As placas foram incubadas por 7 dias a 25 °C para posterior
verificacdo de crescimento das culturas e quantificagdo de parasitas (LIMA et al., 1997).
O teste foi feito em triplicata e os dados analisados utilizando-se o programa ELIDA.

3.24 Exame histopatolégico

Tecido da orelha de camundongos tratados e nao tratados foram removidos e
fixados em formaldeido 10% em PBS. O material foi incluido em parafina, as laminas
coradas com hematoxilina-eosina (HE) e analisadas por microscopia optica.

3.25 Avaliacao macroscopica

Os camundongos foram fotografados com camara digital Sony 7.2 M.

3.26 Microscopia eletronica de transmissao

Os experimentos de microscopia eletrdnica de transmissao foram realizados no
laboratério da Prof2. Alcira Tania Bijovsky Katzin pelo técnico Alexandre Santos de Moura
(Departamento de Parasitologia/ICB - USP).

Promastigotas de fase logaritmica (5 x 10’/mL) foram lavados em meio RPMI sem
soro e, promastigotas ou fragmentos de tecido (orelha do camundongo) foram fixados em
solugéo contendo 0,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido em tampao cacodilato
de sddio 0,1M, pH 7,2, com CaCl, 0,5 mM e solugéo saturada de acido picrico 0,2% por 5
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min a temperatura ambiente e por 1 h a 4 °C. Os parasitas foram lavados com TBS pH
7,2 (Tris-HCI 20 mM; NaCl 150 mM; NaN; 0,01%), centrifugados a 8.000 x g a 4 °C por 20
min. O precipitado foi desidratado em etanol 70% e incluido em resina LR-White hard
grade (The London Resin Co LTD). As amostras foram observadas em microscopio
eletrénico de transmissdo JEOL 100CX II.

3.27 Microscopia eletronica de varredura

Estes experimentos foram realizados pela Dr2 Juliany Cola Rodrigues no
laboratério do Prof. Dr. Wanderley de Souza (Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro).

Os parasitas (2 x 10¥mL) foram lavados duas ou trés vezes em PBS e fixados
com solugao contendo 2.5% glutaraldeido (EMS) em 0.1 M de tampéo cacodilato (EMS),
pH 7.2. As células foram novamente fixadas com 1% tetréxido de 6smio (OsOy)
(Polysciences) e 1,25% ferrocianeto de potassio em 0.1 M de tampao cacodilato e
desidratadas com etanol. As amostras foram analisadas em microscoépio eletrdnico de
varredura JEOL 5310.

3.28 Imunofluorescéncia

Para preparacdo das |aminas, promastigotas de fase logaritmica (1 x 10%mL)
foram centrifugados a 1.000 x g por 10 min e lavados em PBS. Foram aplicados 10 yL
em cada pogo da lamina. Apds secos foram fixados com metanol por 15 min a
temperatura ambiente e lavados trés vezes com PBS. Em seguida, as laminas foram
bloqueadas com PBS/ 2% BSA (albumina sérica bovina) por 30 min a temperatura
ambiente e lavadas trés vezes com PBS. Os anticorpos utilizados foram diluidos em PBS/
2% BSA na proporcao de 1:80 (a-tubulina) e 1:5 (SST-3) (SILVEIRA et al., 2003) e
incubados em camara umida a 37 °C por 30 min. Ap6s quatro lavagens com PBS, foi
adicionado o anticorpo secundario, anti IGg, marcado com Rodamina B, diluido 1:400 em
PBS/ 2% BSA e incubados a 37 °C em camara umida por 30 min. Seguiram-se quatro
lavagens com PBS. Nucleo e cinetoplasto foram marcados com DAPI 2,5 ug/mL em PBS
por 1 min. Ap6s 4 lavagens com PBS aplicou-se Fluoromount G (EMS) e cobriu-se com
laminula. As laminas foram observadas em microscépio de fluorescéncia utilizando filtro
de 546 nm (Rodamina B).
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3.29 Estatistica
As analises estatisticas foram realizadas através do programa GraphPad Prism,

CA, USA (one-way ANOVA e Dunnett's post hoc test). O valor de P < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.
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4 Resultados

4.1 Condigoes de cultivo dos isolados

Todos os isolados foram obtidos de pacientes com leishmaniose cutanea e
inicialmente foram mantidos em meio de Grace. As culturas foram congeladas logo apés
o isolamento e foram recebidas com um baixo nimero de passagens. As cepas recebidas
foram transferidas para meio 199 contendo 2% de urina masculina humana estéril e 20%
de soro fetal bovino (SFB) mostrando boa adaptacdo neste meio. Durante as primeiras
passagens mantivemos culturas em paralelo em meio de Grace, mas o crescimento de
promastigotas nesse meio foi inferior ao observado em meio 199.

Apbs 4 semanas de cultivo em meio 199 contendo 2% de urina masculina humana
estéril e 20% SFB, retirou-se 10% de SFB e os 2% de urina. As culturas dos isolados de
Leishmania (L.) amazonensis mantiveram-se normalmente em meio 199 contendo
somente 10% de SFB. Ja as culturas de Leishmania (V.) braziliensis cresceram
normalmente por uma semana e depois mostraram reducdo de crescimento sendo
necessario adicionar novamente 2% de urina no meio para cultivo dos parasitas dessa
espécie. Aliquotas das culturas de todos os isolados foram congeladas assim que
recebidas e mantidas com repiques semanais pelo menor nimero possivel de passagens

para a realizacdo dos experimentos.

4.2 Confirmacao da identificacao dos isolados de Leishmania spp.

Os isolados foram recebidos apo6s terem sido tipados no laboratério da Profa.
Lucile Maria Floeter-Winter (Instituto de Biociéncias, USP), por amplificacdo de DNA do
gene ribossémico e G6PD (Glucose-6 fosfato desidrogenase) (ULIANA et al., 1994;
CASTILHO et al., 2003). Os isolados tinham sido todos tipados como L. (V.) braziliensis
ou L. (L.) amazonensis. Decidimos obter uma confirmacao independente da identificacao
de todas as culturas em nosso laboratério. Para isso, desenhamos um método de
tipagem baseado em analise de polimorfismo de restricao de produto amplificado a partir
do gene METAZ2. A comparacgéao da sequéncia de nucleotideos dos genes METAZ2 de L.
(L.) amazonensis (RAMOS et al., 2004), L. (L.) major e L. (V.) braziliensis (disponiveis em
www.genedb.org) revelou a existéncia de sitios de restrigdo para a enzima Xho | que
permitiam diferenciar as 3 espécies (Figura 3).
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Figura 3: Esquema representativo da sequéncia da ORF do gene METAZ2 de Leishmania e dos
sitios de clivagem para a enzima Xho | na sequéncia de L. (V.) braziliensis, L. (L.)

amazonensis e L. (L.) major.
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Apés extracdo de DNA genbmico foi realizada reagdo de PCR utilizando
iniciadores complementares as extremidades 5’ e 3’ da fase aberta de leitura (ORF) do
gene METAZ2, como descrito em Materiais e Métodos. Em seguida, os produtos de PCR
foram clivados com a enzima Xho | e analisados por eletroforese em gel de agarose
1,5%. Através do polimorfismo de restricdo foi possivel diferenciar a qual espécie de
Leishmania pertencia cada isolado. Esse método permitiu confirmar a tipagem dos
isolados BES/06/GO, EFSF/06/GO, GDL/06/GO, HPV/06/TO, IMG/03/GO, PPS/06/BA,
RPL/05/GF, TMB/06/GO, UAF/06/TO e WSS/05/GO como L. (V.) braziliensis e
JRS/01/GO, JSC/06/PA e EGS/04/GO como L. (L.) amazonensis (Figura 4 A, B, D e E).
O padrao de amplificacdo e restricdo obtido com DNA dos isolados MAB/03/PA e
VBL/01/PA nao era compativel com a tipagem prévia de L. (L.) amazonensis e sugeria
identificagdo como L. (L.) major.

Tendo em vista que 2 dos isolados apresentaram padrées de amplificacdo e
restricao diferentes dos esperados de acordo com a tipagem prévia (Figura 4 C e F) e
sugestivos de L. (L.) major, decidimos confirmar os resultados do PCR para o gene
METAZ2 com outro método. A tipagem desses isolados foi entdo confirmada por ensaio
com anticorpos monoclonais realizado pela professora Dra. Edna Ishikawa, da
Universidade Federal do Para. Foi testado um painel de 16 anticorpos monoclonais (B2,
B5, B11, B12, B18, B19, M2, T3, CO2, L1, WIC, W1, W2, N2, N3 e WA2) sendo que os
anticorpos da série B e N reagem com espécies de Leishmania do subgénero Viannia,
M2, T3, WIC, WA2 reagem com espécies de Leishmania do subgénero Leishmania e
CO2 e L1 reagem com espécies dos subgéneros Viannia e Leishmania. A tipagem de
mais 2 isolados de L. (V.) braziliensis (UAF/06/TO e EFSF/06/GO) confirmados por PCR
também foi avaliada por ensaio com anticorpos monoclonais porque esses dois isolados
seriam utilizados em ensaios in vivo.

Os resultados confirmaram a identificacdo de isolados de L. (V.) braziliensis
(UAF/06/TO e EFSF/06/GO) e L. major-like (VBL/01/PA e MAB/03/PA) (dados nao
apresentados).
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Figura 4: Identificacdo dos isolados utilizando como marcador molecular o gene METAZ2. Eletroforese de DNA em gel de agarose 1,5%. Reacao de
PCR com DNA de isolados de L. (V.) braziliensis (A), L. (L) amazonensis (B) e L. majorlike (C). As reagbes foram realizadas com
oligonucleotideos complementares a sequéncia do gene METAZ2 de L. (V.) braziliensis (A) e L. amazonensis (B e C). Polimorfismo de restricao do

produto da PCR de L. (V.) braziliensis (D), L. (L.) amazonensis (E) e L. major-like (F) com a enzima Xho .



4.3 Padronizacao do teste de sensibilidade de promastigotas a drogas

Antes de iniciar as determina¢cdes de sensibilidade a drogas utilizando
promastigotas, testamos alguns métodos de avaliagdo com o objetivo de definir uma
técnica rapida e pouco dispendiosa para utilizagdo nos testes com isolados.

4.3.1 Medida da turvacao

A atividade de drogas foi avaliada através da medida de turvagéao do meio como é
utilizado para avaliar a sensibilidade de bactérias. Diferentes nimeros de promastigotas
de L. (L.) major (1 x 10%, 1 x 107, 3 x 107, 6 x 10" e 1 x 10¥/mL) em 150 pL de meio 199
(M199) ou tampéao A (TA) foram distribuidas em placa de 96 pocos e realizada a leitura
de absorbancia a 595 nm e 620 nm. Os valores da D.O. variaram bastante entre as
triplicatas tanto em meio 199 como em tampao A. Quando foi calculada a média desses
valores, observou-se o aumento do valor da D.O. quando aumentava-se o numero de
células em meio 199 e tampéo A. Entretanto, a D.O. do controle contendo somente M199
ou TA foi maior do que a D.O. desses meios contendo 1 x 10’ parasitas/ mL. Portanto, a
medida da turvacdo nesses meios ndo € confiavel principalmente quando é utilizado um
nuamero baixo de parasitas. Nao foi observada diferenca significativa entre as leituras
realizadas a 595 nm e 620 nm (Figura 5).

Apés andlise da turvagdo nos dois meios contendo diferentes numeros de
parasitas, avaliamos se existia alguma relacao entre o numero de células e a medida da
turvagéo do meio na presenga da droga.

Para isso, promastigotas de L. (L.) amazonensis (3 x 10’/mL) em 150 uL de meio
199 foram incubados com diferentes concentragées de tamoxifeno (5, 10, 15, 20 e 30 uM)
em placas de 96 pogos e avaliados apds 24 e 48 h em diferentes comprimentos de onda
(595, 620 e 595/ 690 nm). A média dos valores de D.O. foram convertidos para
porcentagem em relagdo ao controle e comparados com a média do numero de células
determinados por contagem em camara de Neubauer, também convertidos para
porcentagem. A atividade da droga foi avaliada em relacdo ao controle sem a droga
considerado como 100%. Através dos valores de D.O. observou-se que a turvagao
(barras azuis) foi semelhante entre os comprimentos de onda avaliados e os diferentes
periodos de incubagdo, mas muito diferente da contagem de células (barras amarelas)
(Figura 6). Na presenca da droga os valores de D.O. foram maiores do que os dos
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controles sem a droga, ou seja, mesmo com 0s parasitas mortos 0 meio permanece turvo

I

0,1 1 3 6 10 M199 TA

por pelo menos 48 h (Figura 6).

| mDO M199 a 595nm
ODO M199 a 620nm
BEDO T.A a595nm
ODO T.A a 620nm
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0,2

N° de promastigotas (x 107)/mL

Figura 5: Turvagcao do meio 199 (M199) e tampao A (T.A) na presenca de diferentes nimeros de
promastigotas ou auséncia de promastigotas (M199 e TA) de L. (L.) major. Leitura de
absorbancia a 595 e 620 nm.
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Figura 6: Média da porcentagem referente aos valores da turvagéao e contagem de células. Leitura
de DO a 595, 620 e 595/690 nm apds 24 e 48 h de incubagdo com diferentes
concentracdes de tamoxifeno (5, 10, 15, 20 e 30 uM).
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4.3.2 Modificacao do teste de MTT

4.3.2.1 Teste de MTT e contagem de promastigotas em diferentes condicées de
cultura

O teste de MTT para avaliagdo da viabilidade de promastigotas era utilizado no
laboratério até o inicio deste trabalho como descrito por Moreira et al., (1996). Para
avaliacao de um grande numero de amostras, esse método é trabalhoso e dispendioso.
Por isso decidimos testar modificacdes do método de MTT para torna-lo mais rapido e
barato. O método original envolve a incubagédo dos parasitas em meio de cultura por um
periodo definido de tempo (24 ou 48 horas), seguido de centrifugacédo e lavagem dos
parasitas em tampao A, para posterior incubagéao dos parasitas intactos ressuspensos em
tampéo A com MTT. Finalmente, as células foram lisadas com SDS.

Inicialmente, decidimos testar se seria possivel manter os parasitas em tampao ou
meio desprovido de indicadores coloridos durante o periodo de cultura, evitando assim a
lavagem e troca de meio no decorrer do teste. Para isso, decidimos analisar o
crescimento de promastigotas em diferentes meios através da contagem dos parasitas e
leitura da DO ap6s adicdo do MTT. Primeiramente, foram incubados 2 x 10’
promastigotas/mL de L. (L.) amazonensis a 25 °C por 24 h em tampao A, tampao A
suplementado com SFB e meio de Grace suplementado com SFB. Apés esse periodo, o
numero de células foi determinado por contagem em camara de Neubauer. Observamos
que em tampao A e tampao A suplementado com SFB o nuimero de parasitas era o
mesmo do indculo inicial (2 x 107 promastigotas/mL). Em meio de Grace suplementado
com SFB havia mais parasitas do que o indculo inicial (resultados ndo apresentados).
Concluimos portanto que a incubacgao inicial em tampao A néo era adequada, ja que nao
permitia a multiplicagdo dos parasitas.

A seguir testamos se a leitura da conversao do MTT pelo parasita viavel podia ser
adequadamente quantificado em meio de Grace. Assim, numeros progressivamente
maiores de promastigotas (1 x 10%, 1 x 107, 5x 10" e 1 x 10%mL) de L. (L.) amazonensis,
foram incubados com MTT por 2 horas em tampao A (controle da reacéo), em tampao A
suplementado com SFB e em meio de Grace com SFB. Apés a lise, os valores de D.O.
foram avaliados. Observamos que nao ocorreram grandes mudangas na coloragdo em
meio de Grace, mesmo na concentracdo mais alta, de 1 x 108 promastigotas/mL (Figura
7). As D.O. medidas em tampao A e tampéao A suplementado com SFB foram bastante
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préximas, indicando que o SFB presente no meio de Grace ndo era responsavel pela

auséncia de leitura.

Anteriormente a adicdo de MTT, foi observada a morfologia dos promastigotas em

microscépio oOptico. As células cultivadas em meio de Grace suplementado com SFB

estavam mais arredondadas, diferentes dos demais meios em que o0s promastigotas

apresentavam-se mais afilados, parecidos com a forma promastigota convencional.

Assim, concluimos que o meio de Grace nao era adequado para a realizacao do teste de
viabilidade por MTT.
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Figura 7: Relagéo entre o valor da D.O. e o nimero de parasitas apds incubacgao a 25 °C por 24h
em tampdo A, tampao A adicionado de SFB e meio Grace adicionado de SFB.
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4.3.2.2 Microteste de MTT

ApGs vaérias tentativas de testes de turvacdo, contagem de células e MTT em
diferentes meios, decidimos testar modificagcbes do método de MTT.

Assim, promastigotas de L. (L.) amazonensis (3 x 10’/mL) em 150 pL de meio 199
foram incubados com diferentes concentracées de tamoxifeno (5, 10, 15, 20 e 30 uM) em
placas de 96 pogos por 24 e 48h. A solugéo contendo MTT foi adicionada ao meio de
cultura e, apds 2 horas de incubagéo, as células foram lisadas com SDS. Todos os
passos foram realizados na mesma microplaca, eliminando-se as etapas de lavagem e
centrifugacdo. A leitura da D.O. foi realizada a 595/690 nm. A sobrevivéncia dos parasitas
foi também avaliada em placas preparadas em paralelo, pela contagem do ndmero de
células em camara de Neubauer. Os valores da D.O. foram convertidos para
porcentagem do controle sem droga e comparados com a média do numero de células
também convertidos para porcentagem. A atividade da droga foi avaliada em relagao ao
controle sem a droga considerado como 100%. O teste de MTT (barras azuis do grafico)
e 0 numero de células (barras amarelas) foram semelhantes apds 24 e 48h nao
apresentando diferengas nas leituras de absorbancias nos comprimentos de onda
avaliados (Figura 8).

O microteste de MTT modificado mostrou-se eficaz para avaliagdo da
sensibilidade in vitro de promastigotas de Leishmania. Nesse microteste utiliza-se
somente placa de 96 pogos de fundo plano e os resultados sdo analisados ap6s 24 horas
de incubagéo com a droga.
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Figura 8: Comparacdo entre o microteste de MTT e a contagem de células para avaliagdo da
viabilidade de promastigotas incubados com tamoxifeno. Média da porcentagem de
viabilidade referente aos valores da D.O. (MTT) e contagem de células. Leitura da D.O.
a 595, 620 e 595/690 nm apods 24 e 48h de incubagao com diferentes concentragdes de
tamoxifeno.
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4.4 Atividade do tamoxifeno e anfotericina B contra promastigotas de Leishmania
in vitro através do microteste de MTT modificado

Para avaliacao da sensibilidade de isolados de Leishmania as drogas anfotericina
B e tamoxifeno, foram utilizadas as formas promastigotas dos isolados obtidos dos
pacientes e das cepas referéncia de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903, L. (L)
amazonensis MHOM/BR/1973/M2269 e L. (L.) major MHOM/IL/81/Friedlin.

Como observamos variagao da atividade da droga (avaliada por valores de Cls)
em testes de MTT realizados em dias diferentes com promastigotas de L. (V.) braziliensis
(Figura 9), os testes com isolados foram sempre realizados em paralelo com a linhagem
tipo. A atividade das drogas foi avaliada através da Clsy, ou seja, a concentragcado de
droga capaz de inibir 50% da viabilidade celular, Clg, (inibigdo de 90% da viabilidade
celular) e razdo de resisténcia (razdo entre o valor de Clsy do isolado e da cepa

referéncia).

0,35 -
0,3 -
0,25
0,2

0,15 4

Cly (anfotericina B uM)

0,1

0,05

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Dias

Figura 9: Variacdo do valor de Cls, obtido a partir do microteste de MTT realizado em dias
diferentes com promastigotas de L. (V.) braziliensis. Em cada experimento, as amostras
foram analisadas em triplicata e sdo mostrados os valores das médias de Clsy e desvio
padrao.
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Como mostrado na Tabela 3, os valores de Cls, determinados para anfotericina B
variaram entre 0,04 + 0,004 uM para o isolado de L. (V.) braziliensis (PPS/06/BA) e 0,73
+ 0,05 uM para o isolado de L. (L.) major-like (VBL/01/PA). Os valores de Clg, variaram
entre 0,09 e 1,83 uM de anfotericina B para o isolado de L. (V.) braziliensis TMB/06/GO e
para a cepa referéncia de L. (L.) major MHOM/IL/81/Friedlin, respectivamente. O menor
valor da RR foi identificado para TMB/06/GO, igual a 0,66 = 0,01, e o maior para
VBL/01/PA (2,77 + 0,23) (Tabela 3).

A sensibilidade dos isolados a anfotericina B foi semelhante, sendo que somente

um isolado de L. (L.) major-like apresentou menor sensibilidade a essa droga.

Tabela 3: Atividade in vitro de anfotericina B contra promastigotas de Leishmania.

Promastigotas

L. . ICso + DP ICq Razao de

Espécie Paciente/ano/local Anf.B (uM) Anf.B (uM) resisténcia
L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903 0,09 + 0,049 0,38 -
L. (V.) braziliensis BA788/01 0,12+ 0,014 0,30 1,50 £ 0,23
L. (V.) braziliensis BES/06/GO 0,05 + 0,001 0,39 0,78 + 0,04
L. (V.) braziliensis EFSF/06/GO 0,06 + 0,005 0,70 0,85 £ 0,05
L. (V.) braziliensis GDL/06/GO 0,05 + 0,001 0,18 0,91 £ 0,08
L. (V.) braziliensis HPV/06/TO 0,10 £ 0,004 0,18 1,63 £ 0,07
L. (V.) braziliensis IMG/03/GO 0,07 £ 0,003 0,25 1,46 £ 0,22
L. (V.) braziliensis PPS/06/BA 0,04 + 0,004 0,47 0,70+ 0,13
L. (V.) braziliensis RPL/05/GF 0,06 + 0,003 0,12 0,86 + 0,03
L. (V.) braziliensis TMB/06/GO 0,05 + 0,001 0,09 0,66 + 0,01
L. (V.) braziliensis UAF/06/TO 0,07 + 0,001 0,13 1,06 £ 0,05
L. (V.) braziliensis WSS/05/GO 0,07 + 0,005 0,13 0,79 + 0,04
L. (L.) amazonensis MHOM/BR/73/M2269 0,15 + 0,040 0,31 -
L. (L.) amazonensis EGS/04/GO 0,09 £ 0,006 0,27 1,04 £ 0,11
L. (L.) amazonensis JRS/01/GO 0,06 + 0,001 0,23 0,72 £ 0,01
L. (L.) amazonensis JSC/06/PA 0,07 £ 0,001 0,17 0,77 £ 0,01
L. (L.) major MHOM/IL/81/Friedlin 0,35 + 0,050 1,83 -
L. (L.) major-like MAB/03/PA 0,18 + 0,011 0,65 2,00 £ 0,24
L. (L.) major-like VBL/01/PA 0,73 £ 0,050 1,46 2,77 + 0,23
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Os valores de Clsy determinados para tamoxifeno variaram entre 6,0 £ 0,93 uM
para o isolado de L. (V.) braziliensis (BES/06/GO) e 14,8 £ 0,99 uM para o isolado de L. (L.)
amazonensis (EGS/04/GO). Os valores de Clg, variaram entre 12,2 e 28,7 uM de
tamoxifeno para o isolado de L. (V.) braziliensis BES/06/GO e a cepa referéncia de L. (L.)
major MHOM/IL/81/Friedlin, respectivamente. Para BES/06/GO o valor da RR foi igual a
0,68 + 0,16 e para VBL/01/PA foi igual a 1,31 + 0,56 (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade in vitro de tamoxifeno contra promastigotas de Leishmania.

Promastigotas

. . ICso + DP ICq Razao de

Espécie Paciente/ano/local TAM (uM) TAM (uM) resisténcia
L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903 10,8 £ 3,7 19,7 -
L. (V.) braziliensis BA788/01 13,4 + 0,28 24,8 1,11+£0,14
L. (V.) braziliensis BES/06/GO 6,0 £ 0,93 12,2 0,68 +0,16
L. (V.) braziliensis EFSF/06/GO 9,3+0,80 18,3 0,96 £ 0,08
L. (V.) braziliensis GDL/06/GO 8,9+1,05 14,0 0,89 £ 0,08
L. (V.) braziliensis HPV/06/TO 10,9 + 0,41 16,9 0,73 £ 0,02
L. (V.) braziliensis IMG/03/GO 9,2+0,36 14,8 0,80 + 0,07
L. (V.) braziliensis PPS/06/BA 9,1£0,95 215 0,69 £ 0,07
L. (V.) braziliensis RPL/05/GF 8,4 + 0,41 15,6 0,99 + 0,06
L. (V.) braziliensis TMB/06/GO 8,4 +0,20 14,1 1,06 £ 0,05
L. (V.) braziliensis UAF/06/TO 9,1+0,05 14,6 1,12 £ 0,04
L. (V.) braziliensis WSS/05/GO 6,5+ 0,57 12,4 0,87 £ 0,05
L. (L.) amazonensis MHOM/BR/73/M2269 11,4+ 2,53 21,9 -
L. (L.) amazonensis EGS/04/GO 14,8 £ 0,99 22,7 1,25+ 0,46
L. (L.) amazonensis JRS/01/GO 9,0 £2,93 24.6 0,73 + 0,43
L. (L.) amazonensis JSC/06/PA 7,2+0,47 14,8 0,81+ 0,63
L. (L.) major MHOM/IL/81/Friedlin 7,5+1,60 28,7 -
L. (L.) major-like MAB/03/PA 7,2+0,04 13,2 1,18 £ 0,03
L. (L.) major-like VBL/01/PA 9,8 +010 14,4 1,31 £ 0,56
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4.5 Suscetibilidade de promastigotas de Leishmania ao antimoénio in vitro

Embora existam vérios relatos na literatura sobre a baixa sensibilidade de
promastigotas aos antimoniais, alguns dos trabalhos que comparam a sensibilidade de
isolados a esses farmacos utilizam essa forma do ciclo, que permitiria a comparagao
entre diferentes parasitas. Assim, utilizamos inicialmente promastigotas de L. (V.)
braziliensis nos testes de sensibilidade ao Glucantime®.

A sensibilidade de promastigotas de L. (V.) braziliensis ao Glucantime® e
antimoniato de meglumina foi avaliada inicialmente pelo método de MTT. Promastigotas
(5 x 10%/150 pL) de terceiro ou quarto dia foram incubados por 24 horas na presenca de
2,7, 10,8 e 32,4 mg/mL de antimbnio pentavalente (Sb‘), lembrando que 1,5 g de
antimoniato de meglumine equivale a 0,405 g de antiménio pentavalente (MINISTERIO
DA SAUDE, 2007). A dose maxima de antiménio utilizada (32,4 mg/mL) inibiu muito
pouco o crescimento de promastigotas de L. (V.) braziliensis (Figura 10). Foram testados
varios lotes de Glucantime® e todos apresentaram o mesmo comportamento (Figura 10).

Hlote1 Hlote2 OLote3 MLote4 DOlote5 OAntimoniato de meglumina
140 -
120 4

100 A

80 -

60

40 -

20 -

Viabilidade (% da DO em relacéo ao controle)

C 2,7 10,8 32,4
Sb' (mg/mL)

Figura 10: Atividade de diferentes lotes de Glucantime® e antimoniato de meglumina contra
promastigotas de L. (V.) braziliensis através do método de MTT. Os resultados
mostram a viabilidade em relacdo as culturas nado tratadas com a droga.
Sb'=antiménio pentavalente.
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Testamos entdo tempos de incubagdo mais longos, analisando a contagem de
parasitas vivos apos 24, 48, 72 e 120 h de incubagdo com a droga em placas de 24
pocos. Promastigotas (5 x 10°) de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis foram
incubados na presenga de 16,2 e 32,4 mg/mL de antiménio e 30 pM de tamoxifeno,
utilizado como controle positivo. Apds 24 horas observou-se reducdo do numero de
parasitas em todas as doses de Sb' testadas, enquanto na presenca de tamoxifeno ja
nao havia mais parasitas vivos. Em tempos longos de incubacao, observamos correlagéo
entre a dose de Sb' e a atividade, porém, mesmo com doses muito altas, somente
observamos morte de 100% dos parasitas em culturas de L. (V.) braziliensis incubadas
com 32,4 mg/mL e apds 120h (Figura 11 A e B).

Concluimos que essa forma de avaliar a sensibilidade ao antiménio nao era
adequada ja que os testes eram longos e trabalhosos, além de existir a critica de que o
antiménio pentavalente teria que ser convertido pelo macréfago a antiménio trivalente

para ter atividade contra o parasita.
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Figura 11: Curva de crescimento de promastigotas de L. (V.) braziliensis (A) e L. (L.) amazonensis
(B) na presenga de Sb' (16,2 e 32,4 mg/mL) e 30 pM de tamoxifeno (Tam 30).
Parasitas (5 x 10°) foram incubados por 24, 48, 72 e 120 horas e contados em camara
de Neubauer.

63



4.6 Infeccao de diferentes tipos de macréfagos por L. (V.) braziliensis

Além dos promastigotas apresentarem baixa sensibilidade ao antiménio
pentavalente, para avaliar a sensibilidade dos amastigotas existe também o problema de
infeccao in vitro por L. (V.) braziliensis. Nao havia na literatura descrigbes de modelos de
macréfagos para infeccdo com essa espécie. Por isso, avaliamos a infectividade de
quatro tipos diferentes de macrofagos (J774.A1, THP-1, macréfagos de peritbnio e
macréfagos de medula) por L. (V.) braziliensis. Foram testadas diferentes proporcoes (5,
10 e 15 parasitas por macrofago) em diferentes tempos de incubagao para infecgédo (3 e
24 h). Para infecgdo de macrofagos J774.A1 foi utilizada tanto a cepa referéncia de L.
(V.) braziliensis quanto de L. (L.) amazonensis. A maior taxa de infeccao para esses
macroéfagos foi de 18,6% com L. (V.) braziliensis (Figura 12 A) e 8,3% com L. (L.)
amazonensis (dados néao apresentados).

Para infeccdo de macrofago de peritbnio foram utilizados L. (V.) braziliensis
MHOM/BR/1975/M2903 e o isolado HPV/06/TO de L. (V.) braziliensis. Como os
macroéfagos de linhagem J774.A1, os macrofagos de peritdnio também tiveram um indice
baixo de infeccao (Figura 12 A e B). Os resultados foram os mesmos para as duas
cepas analisadas (L. (V.) braziliensis e o isolado HPV/06/TO) (dados ndo apresentados).

Macréfagos de linhagem leucémica humana THP-1 também foram testados nas
mesmas condicdes descritas acima para macrofagos J774.A1 e macréfagos de peritonio.
Com os macréfagos THP-1 também néo se obteve infecgcao apreciavel (Figura 12 A e B).

Depois de testados os trés tipos de macréfagos sem que se obtivesse resultados
satisfatorios de infeccdo, decidimos infectar macrofagos extraidos de medula de
camundongos BALB/c.

Os testes com macréfagos de medula foram realizados nas mesmas condi¢cdes
utilizadas para os macrofagos J774.A1, THP-1 e de peritonio. Nas proporcoes de 5, 10 e
15 parasitas por macréfago durante 3 horas de infeccao com L. (V.) braziliensis, obteve-
se taxas de 59, 76 e 84% de infec¢do, respectivamente.

Como mostrado na figura 12 A e B, a taxa de infec¢do de macré6fagos de medula
com L. (V.) braziliensis foi muito maior do que para os demais macréfagos, além desse
macréfago apresentar citoplasma expandido facilitando a observacdo e contagem dos
amastigotas. Uma vantagem adicional da utilizagéo dessas células € o maior rendimento

em comparacgao com macrofagos de peritdnio murino.
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Figura 12: Infectividade de L. (V.) braziliensis para diferentes tipos de macrofagos. Os ensaios
foram realizados com proporgao de 15 parasitas/macréfago durante 3 h de infecgéo.
J774.A1 e THP-1, macrofagos de linhagem; MP, macréfago de peritonio e MM,
macrofago de medula. (A) porcentagem de células infectadas e (B) morfologia de
células infectadas (1000x).
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4.7 Ensaios de citotoxicidade

A toxicidade do Glucantime® e tamoxifeno foi avaliada em macréfagos de medula
através da viabilidade celular, medida por MTT. Macr6fagos foram incubados por seis
dias com diferentes concentracdes de tamoxifeno (10, 15 e 20 uM) e Glucantime® (135,
405 e 810 pg/mL de Sb"). A citotoxicidade foi avaliada em relagdo ao controle sem a
droga. A ICso de tamoxifeno para macréfagos de medula foi maior do que 20 uM e de
antiménio maior do que 810 pug/mL (Figura 13 A e B).
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Figura 13: Toxicidade de tamoxifeno (A) e Glucantime® (B) para macrofagos de medula de
camundongo BALB/c. Macréfagos de medula foram incubados na presenca de
tamoxifeno (Tam) e Glucantime™ por 6 dias a 33 °C e 5% de CO, e a viabilidade foi
avaliada através do teste de MTT. C, controle sem a droga.
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4.8 Sensibilidade de amastigotas de Leishmania in vitro a antimoénio pentavalente

Macréfagos de medula infectados com as cepas referéncia ou com os diferentes
isolados foram tratados com Glucantime® utilizando doses de 13,5, 40,5, 135 e 405
ug/mL de Sb' durante 5 dias. Em infecgdes com a cepa referéncia MHOM/BR/75/M2903
foi testada a atividade de diferentes lotes de Glucantime® ndo sendo observada diferenca
de atividade da droga entre os lotes testados (resultados nao apresentados).

A taxa de infeccao para os diferentes isolados foi avaliada determinando-se a
porcentagem de macrofagos infectados no controle ndo tratado. A taxa de infec¢éo variou
entre 20 e 85% para os isolados de L. (V.) braziliensis, entre 50 e 100% para os isolados
de L. (L.) amazonensis e de 58 e 68% para os isolados de L. (L.) major-like (Anexo A).

Além da porcentagem de infeccdo, foi analisado também o numero de
amastigotas por macréfago. Na infecgao de isolados de L. (V.) braziliensis encontrou-se
em média 5 amastigotas por macréfago no controle sem a droga. Na infec¢cdo dos
isolados de L. (L.) amazonensis e L. (L.) major-like encontrou-se em média 11 € 5
amastigotas por macréfago, respectivamente. Na presenca da droga o numero de
parasitas por macrofago diminuiu com o aumento da concentragdao de antiménio (Anexo
A).

Em todos os experimentos foi incluida a cepa referéncia testada em paralelo com
os isolados. Os experimentos para cada isolado foram feitos em triplicata e repetidos pelo
menos 2 vezes. Na Figura 14 mostramos o resultado da média de 5 experimentos para a
cepa referéncia.
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Figura 14: Atividade de antiménio (Sb') contra amastigotas de Leishmania (V.) braziliensis
MHOM/BR/75/M2903. Infeccdo de macréfagos de medula de camundongo BALB/c
tratados por 5 dias.
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Os testes de sensibilidade dos isolados ao Glucantime® foram realizados com
macréfagos obtidos de medula 6ssea de camundongos BALB/c infectados com
promastigotas. Doses de Sb" (13,5, 40,5, 135 e 405 ug/mL) foram adicionadas por 6 dias
apés 3 h de incubacdo dos promastigotas com os macrofagos. Os valores de Cls
variaram entre 18,5 + 4,2 ug/mL para o isolado de L. (V.) braziliensis PPS/06/BA e 146,0
+ 5,0 yg/mL para o isolado de L. (L.) amazonensis JSC/06/PA. Os valores de Clg,
variaram entre 65,6 ug/mL para o isolado de L. (V.) braziliensis TMB/06/GO e 955,45
pug/mL para o isolado de L. (L.) major-like MAB/03/PA. O maior valor de RR obtido foi de
2,67 £ 0,35 para L. (L.) amazonensis (JSC/06/PA) e o menor valor de 0,5 + 0,23 para L.
(V.) braziliensis (PPS/06/BA). A sensibilidade a antiménio variou até 8 vezes entre o
menor e o maior valor de Clsy € até 14 e 5 vezes entre o menor e o maior valor de Clg, €
RR, respectivamente (Tabela 5). Os isolados de L. (V.) braziliensis apresentaram maior
sensibilidade ao antiménio do que os isolados tipados como L. (L.) amazonensis e L. (L.)

major-like.

Tabela 5: Atividade in vitro de antim6nio pentavalente contra amastigotas de Leishmania.

Amastigotas

. . ICso + DP ICq Razao de

Espécie Paciente/ano/local Sb'ug/mL  Sb'pg/mL _resisténcia
L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903 34,1 +5,0 119,0
L. (V.) braziliensis BA788/01 37,2+8,3 177,5 1,1+ 0 45
L. (V.) braziliensis BES/06/GO 52,4 +5,3 203,3 1,5+0,26
L. (V.) braziliensis EFSF/06/GO 55,0 £ 12 150,2 1,6 £ 0,67
L. (V.) braziliensis GDL/06/GO 31,1£15 96,0 0,9 +0,06
L. (V.) braziliensis HPV/06/TO 58,0+ 14 299,7 1,7+ 0,76
L. (V.) braziliensis IMG/03/GO 58,8 + 5,4 175,8 1,7 £0,27
L. (V.) braziliensis PPS/06/BA 18,5+4,2 96,0 0,5+0,23
L. (V.) braziliensis RPL/05/GF 59,8 + 3,2 136,2 1,7+0,14
L. (V.) braziliensis TMB/06/GO 29,1+46 65,6 0,8 £ 0,25
L. (V.) braziliensis UAF/06/TO 31,6 £9,7 148,7 0,9 £ 0,54
L. (V.) braziliensis WSS/05/GO 448 +£2,3 124,8 1,3 £0,09
L. (L.) amazonensis MHOM/BR/73/M2269 546 +5,5 301,2 -
L. (L.) amazonensis EGS/04/GO 112,4 £ 3,2 238,7 2,05+0,30
L. (L.) amazonensis JRS/01/GO 112,2+ 3,6 197,7 2,05+0,28
L. (L.) amazonensis JSC/06/PA 146,0 £ 5,0 296,8 2,67 £ 0,35
L. (L.) major-like MAB/03/PA 138,3 £ 20 955,45 -
L. (L.) major-like VBL/01/PA 62,1 +7,2 341.6 -

(-) ndo calculado.
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4.9 Sensibilidade de amastigotas de alguns isolados de L. (V.) braziliensis in vitro
ao tamoxifeno

A sensibilidade de amastigotas ao tamoxifeno também foi avaliada. Foram
utilizados alguns isolados de L. (V.) braziliensis além da cepa referéncia
MHOM/BR/75/M2903 para infectar macréfagos obtidos de medula &ssea de
camundongos BALB/c. Esses macréfagos foram incubados com diferentes
concentracdes de tamoxifeno (3, 6, 9 e 12 uM) por 6 dias. Os valores de Cls, e Clg para a
cepa referéncia foram iguais a 8,0 £ 3,7 uM e 10,7 uM, respectivamente. As Clsos dos
isolados avaliados variaram entre 1,9 =+ 0,16 pM e 6,9 + 0,02 uM e os valores
determinados para Clg, estavam entre 6 € 9,8 uM (Tabela 6).

Macréfagos infectados com a cepa referéncia foram avaliados também ap6s 48 h
de incubagao com tamoxifeno. Nessas condigdes, a Clsy da cepa referéncia foi igual a 5,6
+ 0,3 uM e Clg foi igual e a 9,0 uM (Tabela 6).

Portanto, observamos que os isolados foram sensiveis ao tamoxifeno mesmo
quando incubados com a droga por um periodo mais curto, de 48 h. A sensibilidade de
amastigotas ao tamoxifeno foi semelhante a sensibilidade de promastigotas.

Tabela 6: Atividade in vitro de tamoxifeno contra amastigotas de Leishmania.

Amastigotas

. . ICso + DP ICq Razao de

Espécie Paciente/ano/local Sb'pg/mL  Sb'ug/mL _resisténcia
L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903% 5,6 +0,3 9,0 -
L. (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903° 8,0 + 3,7 10,7 -
L. (V.) braziliensis BA788/01° 1,9+£0,16 6,0 0,24 £ 0,23
L. (V.) braziliensis BES/06/GO° 3,5+0,15 7,3 0,44 + 0,47
L. (V.) braziliensis EFSF/06/GO° 6,9 £ 0,02 9,8 0,86 =+ 1,00
L. (V.) braziliensis GDL/06/GO° 3,0+0,3 7,9 0,38 + 0,34

348 h e °6 dias de incubagcdo com tamoxifeno
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4.10 Infeccao em camundongos BALB/c

Um dos objetivos desse trabalho era avaliar a eficacia de tamoxifeno no
tratamento de infecgcbes por L. (V.) braziliensis em modelo experimental murino. Para
tanto, inicialmente buscamos definir as melhores condi¢cdes de infec¢édo e evolugao da
doenca para que tal avaliagdo pudesse ser feita.

Foram inoculados 1 x 10° promastigotas dos isolados de L. (V.) braziliensis
MHOM/BR/01/BA e UAF/06/TO na orelha esquerda de fémeas de camundongos BALB/c
e 5 x 10° promastigotas dos mesmos isolados na pata posterior esquerda e cauda. Os
camundongos foram observados a cada 3 dias. A espessura da orelha e da pata e
didmetro da cauda foram medidos com um paquimetro (Mitutoyo) semanalmente durante
12 semanas. Na pata, a infecgdo dos isolados UAF/06/TO e MHOM/BR/01/BA resultou
em pequeno edema que se iniciou na quinta semana (Figura 15 A). Na cauda, a
inoculagédo ndo induziu lesdes detectaveis (Figura 15 B). A lesao na orelha apés infecgéao
com os isolados UAF/06/TO e MHOM/BR/01/BA atingiu tamanho maximo na décima
semana (0,8 + 0,5 mm) e na quinta semana (1 £ 0,4 mm), respectivamente. Na Ultima
semana, 0s animais estavam clinicamente curados (Figura 15 C e D). Em todos os
casos, o0 aparecimento da lesdo foi muito rapido e evoluiu para cura clinica em até 12
semanas (Figura 15 A, C e D). Observamos que o indculo de 10° promastigotas de L.
(V.) braziliensis induziu lesdo na orelha na maioria dos camundongos infectados e a

lesdo atingiu tamanho maximo de 1Tmm na quinta semana (Figura 15 D).
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Figura 15: Inéculo de 5 x 10° promastigotas de L. (V.) braziliensis na pata posterior esquerda (A),
cauda (B) ou 1 x 10° promastigotas na derme da orelha esquerda de fémeas de
camundongos BALB/c (C e D). O desenvolvimento da lesdo foi monitorado por 12
semanas. O tamanho em milimetros estd mostrado como a média e o desvio padrao
de dois experimentos independentes, cada um realizado com grupos de 7 animais. As
medidas da lesdo na pata ou orelha sdo apresentadas como a diferenga da medida da
pata ou orelha infectada e a contralateral; a medida da cauda é representada pelo
diametro médio.
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Ap6s 5 semanas do inéculo na orelha os camundongos foram fotografados. Péde
ser observado através do aspecto macroscopico da lesdo que o isolado BA788/01
apresentou maior lesao (Figura 16 A e B).
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Figura 16: Aspecto da lesdo na orelha ap6s 5 semanas do inéculo. Promastigotas (1 x 10°) de L.
(V.) braziliensis foram inoculados na derme da orelha esquerda de fémeas de
camundongos BALB/c. (A) BA788/01; (B) UAF/06/TO.

Ao final do periodo de observagédo (12 semanas), avaliamos também o aspecto
histopatologico da lesdo. Péde ser observada uma reagao inflamatéria no local do in6culo
(Figura 17 B e D), quando comparada com a orelha sem parasitas (Figura 17 A). Foi
observado reduzido numero de parasitas nas lesbes, revelado pela existéncia de
vacuolos pequenos e poucos amastigotas por vacuolo (Figura 17 C e E).

Considerando as caracteristicas da lesdo, da evolucdo clinica e do aspecto
histopatologico, elegemos o modelo de infecgdo no pavilhdo auricular com o isolado
MHOM/BR/01/BA para andlise da eficacia do tratamento com tamoxifeno. Concluimos
também que a analise histopatolégica ndo seria um método sensivel para avaliar o
sucesso do tratamento, ja que a lesdo evoluia naturalmente para acentuada reducao no

nuamero de amastigotas.
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Figura 17: Aspecto histopatologico da lesdo na orelha de camundongo BALB/c apds inculo de

promastigotas de L. (V.) braziliensis. A: Controle ndo infectado; B e C: isolado
BA788/01,

lesdo curada mostrando reacdo inflamatéria indicada pela seta preta
(Aumento de 40x) em (B) e parasitas dentro do vacuolo em (C) (Aumento de 1000x)

D e E: isolado UAF/06/TO, lesdo curada em (D) (40x) e parasitas indicados pelas
setas em (E) (Aumento de 1000x).
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4.11 Tratamento por via topica e intraperitonial (IP) com tamoxifeno, anfotericina B
e Glucantime®

Camundongos BALB/c inoculados por via intradérmica com 1 x 10° promastigotas
de MHOM/BR/01/BA788 foram utilizados para testes de eficacia de tamoxifeno in vivo.
Grupos infectados foram também tratados com anfotericina B e Glucantime®, utilizados
como controles positivos do tratamento. A administracdo das drogas foi iniciada 3
semanas apos o inéculo, que foi o tempo de aparecimento da lesdo observado nos
experimentos anteriores.

A administracdo por via topica de tamoxifeno foi realizada aplicando-se doses de
20 mg/Kg/dia da droga no local da les&o, preparada em etanol contendo 10% de glicerol.
O esquema inicial proposto era de tratamento durante 15 dias, mas a orelha ficou
ressecada, comegou a descascar e foi observado também eritema e edema (Figura 18).
Com o grupo tratado somente com o veiculo aconteceu 0 mesmo, mas em menor
intensidade (dados ndo apresentados). Devido a esses resultados, suspendemos o
tratamento por via topica por 7 dias e retornamos aplicando a droga por mais 5 dias.

Foram observadas as mesmas reac6es ocorridas anteriormente.

Figura 18: Aspecto da lesao na orelha ap6s 2 semanas do tratamento tépico com tamoxifeno.
Promastigotas (1 x 10° ) de L. (V) braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram
inoculados na derme da orelha esquerda de fémeas de camundongos BALB/c e
iniciado o tratamento ap6s 3 semanas.
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A administracao por via intraperitonial foi realizada com citrato de tamoxifeno (10
mg/Kg/dia, 20 mg/Kg/dia e 30 mg/Kg/dia), com 15 doses em dias consecutivos,
anfotericina B (0,5 mg/Kg/dia) 6 doses em dias alternados e Glucantime® (20 mg/Kg/dia)
por 15 dias consecutivos. O grupo controle recebeu somente salina por 15 dias
consecutivos.

A medida da orelha infectada foi subtraida da medida da orelha sem leséo de
cada camundongo. A média dos valores da espessura da orelha foi calculada de acordo
com 3 experimentos realizados independentemente. Na sexta semana, a média dos
valores da espessura da orelha foi de 0,38 + 0,07 mm para os camundongos tratados
com salina enquanto que nos grupos tratados com tamoxifeno a espessura da lesao foi
de 0,26 = 0,05 mm (10 mg/Kg/dia), 0,18 = 0,06 mm (20 mg/Kg/dia) e 0,17 + 0,05 mm (30
mg/Kg/dia) no mesmo periodo. No grupo tratado com anfotericina B a espessura da lesao
foi de 0,10 + 0,05 mm na sexta semana e no grupo tratado com Glucantime® a espessura
foi de 0,20 £ 0,05 mm no mesmo periodo. O grupo tratado por via tépica com tamoxifeno
também foi avaliado e a espessura da leséo foi de 0,35 + 0,1 mm (Figura 19).
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Figura 19: Média dos valores da espessura da lesdo na orelha apo6s 6 semanas do inéculo e 1
semana apos o término do tratamento. Promastigotas (1 x 10° ) de L. (V.) braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) foram inoculados na derme da orelha esquerda de fémeas de
camundongos BALB/c e iniciado o tratamento ap6s 3 semanas. C (Grupo controle
tratado com salina); Ttop (tamoxifeno por via tépica); T10 (10 mg/Kg/dia de
tamoxifeno); T20 (20 mg/Kg/dia); T30 (30 mg/K(g/dla Anf.B (0,5 mg/Kg/dia de
anfotericina B) e Gluc (20 mg/Kg/dia de Glucantime™). Espessura da orelha=diferenca
entre a medida da orelha infectada e a contralateral. P < 0,05 (T20, T30, Anf. B e Gluc
vs grupo controle ndo tratado).
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A atividade da droga pOde ser analisada também através do aspecto
macroscopico da lesdo (Figura 20). Observamos que o tratamento com tamoxifeno
administrado por via intraperitonial resultou em retardamento ou auséncia do
desenvolvimento de lesdo em camundongos infectados com o isolado
MHOM/BR/01/BA788 de L. (V.) braziliensis. A maioria dos camundongos do grupo
controle tiveram lesdao aparente. Aproximadamente 30% dos camundongos tratados
apresentaram les6es menores do que 0 grupo controle e os restantes ndo apresentaram
lesbes aparentes (Figura 20).

Os camundongos foram pesados antes e apdés o tratamento e nao foram
observadas diferengas no peso dos camundongos tratados com tamoxifeno, anfotericina
B ou Glucantime® em relagéo ao controle tratado com salina. Foi avaliado o peso de cada
camundongo individualmente e nenhum apresentava-se abaixo de 20 g. Entao,
calculamos a média dos pesos dos camundongos de cada grupo (Tabela 7).
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Figura 20: Aspecto da lesdo na orelha 2 semanas apds o término do tratamento. Promastigotas (1
X 105) de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) foram inoculados na derme da
orelha esquerda de fémeas de camundongos BALB/c € iniciado o tratamento apos 3
semanas com tamoxifeno, anfotericina B ou Glucantime®. O grupo controle recebeu
salina durante o tratamento.

Tabela 7: Média do peso dos camundongos anterior e posterior ao tratamento
Média do peso Média do peso

Tratamento

Anterior (g) Posterior (g)
Controle (Salina) 23,3+2,0 24,1+ 0,91
Tamoxifeno 10 mg/Kg/d) 23,7 £ 0,06 24,3 £ 0,05
Tamoxifeno 20 mg/Kg/d 22,6 £ 0,70 25,5+0,11
Tamoxifeno 30 mg/Kg/d 23,6 £ 1,93 24,5+ 1,36
Tamoxifeno Topico 21,5+1,08 25,8+ 1,20
Anfotericina B 0,5 mg/Kg/d 22,1 +£1,30 24,8 £ 0,90
Glucantime® 20 mg/Kg/d 23,9+ 1,60 241420

(g) gramas.
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4.12 Quantificacao de parasitas por diluicao limitante

A eficacia do tratamento foi também avaliada quantificando-se a carga parasitaria
dos animais tratados. A remocao das lesdes foi feita 7 semanas apds a infecgdo com o
isolado MHOM/BR/01/BA788 de L. (V.) braziliensis e portanto 2 semanas apdés o final do
tratamento. O teste de diluicdo limitante foi realizado com 5 camundongos por grupo e foi
calculada a média do numero de parasitas. No controle tratado com salina foram
quantificados 1 x 10° parasitas enquanto que no grupo tratado com 20 ou 30 mg/Kg/dia
de tamoxifeno por via intraperitonial foram detectados menos de 1 x 10* parasitas,
observando-se portanto uma diminuicdo maior que 100 vezes no grupo tratado com 20
mg/Kg/dia de tamoxifeno em relagdo ao controle. O numero de parasitas encontrado na
lesdo do grupo tratado com 10 mg/Kg/dia de tamoxifeno por via intraperitonial e com
tamoxifeno por via tépica foi maior que 1 x 10* parasitas. Nos grupos que receberam
anfotericina B ou Glucantime® havia menos de 1 x 10° parasitas (Figura 21).

A carga parasitaria foi analisada nos 3 experimentos realizados
independentemente.

Em um dos experimentos realizados para avaliar a eficacia das drogas foi
analisada também a carga parasitaria do linfonodo retroauricular. A remogéo do linfonodo
foi obtida logo apds a remocdo da orelha infectada. O teste de diluicdo limitante do
linfonodo foi realizado como descrito nos materiais e métodos para o teste de diluicao
limitante da orelha. O numero de parasitas encontrado nos linfonodos foi baixo, por volta
de 500 parasitas no grupo controle que recebeu somente salina. Aproximadamente 100
parasitas foram quantificados nos grupos tratados com 10 ou 20 mg/Kg/dia de tamoxifeno
por via intraperitonial e pouco mais de 10 parasitas no grupo tratado com Glucantime®
(Figura 22).

O tratamento de camundongos BALB/c infectados na orelha com L. (V.)
braziliensis mostrou-se eficaz quando administrado por via intraperitonial. Doses de 20 ou
30 mg/Kg/dia de tamoxifeno foram igualmente eficazes.

Parte dos resultados apresentados nesse item é também descrita no trabalho
publicado “Tamoxifen as a potential antileishmanial agent: efficacy in the treatment of
Leishmania braziliensis and Leishmania chagasi infections - Journal of Antimicrobial
Chemotherapy“ (Anexo B).

78



107~
108~
105
104_ T
108~
102-
107+ -
100-

Carga parasitaria

I I T
C Ttop T10 T20 T30 Anf.B Gluc.

Figura 21: Carga parasitaria da lesdo de camundongos BALB/c ap6s inoculagdo intradérmica na
orelha com L. (V.) braziliensis. Os camundongos foram infectados com 1 x 10°
promastigotas e o experimento realizado 2 semanas apés o tratamento. C, controle
tratado com salina; Ttop, tratamento com tamoxifeno por via tépica; T10, tratado com
10 mg/Kg/dia de tamoxifeno; T20, 20 mg/Kg/dia de tamoxifeno; T30, 30 mg/Kg/dia de
tamoxifeno; Anf. B, tratado com anfotericina B e Gluc., tratado com Glucantime®. P <
0,05 (T20, T30, Anf. B e Gluc vs grupo controle nado tratado).
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Figura 22: Carga parasitéria do linfonodo de camundongos BALB/c apds inoculagéo intradérmica
na orelha com L. (V.) braziliensis. Os camundongos foram infectados com 1 x 10°
promastigotas e o experimento realizado 2 semanas apés o tratamento. C, controle
tratado com salina; T10, tratado com 10 mg/K%/dia de tamoxifeno; T20, 20 mg/Kg/dia
de tamoxifeno e Gluc., tratado com Glucantime™.
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4.13 Caracterizacao do isolado EFSF/06/GO

ApGs obtencéo e identificacdo dos isolados, observamos por microscopia Optica
que a morfologia de promastigotas do isolado EFSF/06/GO apresentava um aspecto
atipico, distinto da forma promastigota convencional. Os promastigotas eram pequenos,
pouco moveis, apresentavam flagelo muito curto ou nao visivel e uma estrutura

arredondada proxima ao bolso flagelar (Figura 23 A e B).
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Figura 23: Microscopia Optica de promastigotas do isolado EFSF/06/GO e da cepa referéncia
MHOM/BR/1975/M2903. (A) cultura de parasitas a 25 °C em microscopio éptico
invertido (B) promastigotas corados com Instant Prov (aumento de 1000X).
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Nossa primeira preocupagao foi confirmar que se tratava de um isolado de
Leishmania. Como ja descrito, o isolado EFSF/06/GO foi tipado como L. (V.) braziliensis
por PCR de G6PD (Glucose-6 fosfato desidrogenase) e META2 e por anticorpos
monoclonais. Ainda no sentido de obter mais dados relativos a esse isolado,
amplificamos, clonamos e seqlienciamos as regides ITS1, 5.8S e ITS2 (espacadores
internos transcritos) do gene ribossémico desse isolado.

A sequéncia obtida foi alinhada com sequéncias de diversas espécies de
Leishmania disponiveis no GeneBank (L. (L.) chagasi (AJ000305.1), L. (L.) donovani
(AJ000293.1, AM901450.1), L. (L.). major (AJO00310.1, DQ300195),L. (L.) amazonensis
(AJO00314),L. (L.) mexicana (AF466383, AF466380.1), L. (V.) guyanensis (FJ753387,
AJ000299.1, AJ000300.1), L. (V.) braziliensis (AJ300483, AJ300484, AJ300483) e
Leptomonas mirabilis (AY180153.1)). Ao compararmos as sequéncias de nucleotideos
das regides ITS1, 5.8S e ITS2 das espécies obtidas do GeneBank com a sequéncia do
isolado EFSF/06/GO, observamos identidade de 97 e 98% com as sequéncias de L. (V.)
braziliensis e 98% com as sequéncias de L. (V.) guyanensis (Anexo C). Como esperado,
esse isolado agrupou-se com as espécies do subgénero Viannia observado através da
arvore de maxima parciménia construida no programa PAUP* 4.0 (Figura 24). Portanto,
a tipagem foi extensivamente confirmada como L. (V.) braziliensis.

Leptomonas mirabilis

L. guyanensis 3
o7 L. guyanensis 1
89 L. guyanensis 2
EFSF/06/GO

L. braziliensis 2

100

L. braziliensis 1

;

L. braziliensis 3

L. amazonensis

100 L. mexicana 1

L. mexicana 2

100 L. major1

.

1 L. major2

o8 L. chagasi

100 L. donovani1
58

L. donovani 2

Figura 24: Arvore de maxima parciménia construida no PAUP* 4.0, baseada no alinhamento das
sequéncias de nucleotideos das regides ITS1, 5.8S e ITS2 das espécies obtidas do
GeneBank e da sequéncia do isolado EFSF/06/GO. Os numeros se referem aos
valores de bootstrap de 100 replicatas.
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4.13.1 Microscopia optica e curva de crescimento

Como a temperatura pode interferir na morfologia do parasita, mantivemos
também as culturas a 22 °C. As culturas do isolado EFSF/06/GO e da cepa referéncia
foram mantidas paralelamente nas duas temperaturas e analisadas por aproximadamente
2 meses. Nao foram observadas alteracbes na morfologia de promastigotas que
mantiveram a forma observada a 25 °C (dados nao apresentados).

Avaliamos também a curva de crescimento do isolado EFSF/06/GO. Inicialmente,
incubamos 3 x 10° promastigotas/mL em meio 199 a 25 °C. Foi observado que o
crescimento do isolado EFSF/06/GO é um pouco mais acelerado do que o crescimento
da cepa referéncia MHOM/BR/1975/M2903. O isolado atingiu a fase estacionaria no
quarto dia e a cepa referéncia no quinto dia. No sexto dia ja havia ocorrido diminuigao de
promastigotas vivos nas duas culturas (Figura 25).
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Figura 25: Curva de crescimento de promastigotas do isolado EFSF/06/GO e da cepa referéncia
MHOM/BR/1975/M2903 mantidos em estufa a 25 °C em meio 199 com 10% de SFB e
2% de urina masculina humana estéril.
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4.13.2 Infeccao de macroéfagos in vitro e de camundongos BALB/c com o isolado
EFSF/06/GO

Avaliamos entédo a infecgéo in vitro de macréfagos derivados de medula éssea e
in vivo de camundongos BALB/c com o isolado EFSF/06/GO. A infecgéo in vivo foi obtida
através do inoculo de 1 x 10° promastigotas de 5 dias de cultivo na orelha dos
camundongos. Os resultados in vitro mostraram os padrdes tipicos de infeccdo de
macréfagos observados para a espécie L. (V.) braziliensis, que é caracterizada pela
existéncia de vacuolos pequenos com poucos amastigotas por vacuolo (Figura 26). A
lesdo causada na orelha de camundongos BALB/c foi semelhante a infec¢ao por L. (V.)
braziliensis apresentada na Figura 20. O aparecimento e cura da lesdo foram rapidos,
sendo que o edema foi detectado a partir da terceira semana e na décima semana todos
0s animais estavam clinicamente curados (dados nado apresentados). O exame
histopatologico da orelha de um desses camundongos infectados permitiu observagéao da
reacao inflamatéria no local do indculo, mas nao foi possivel identificar amastigotas no
tecido (Figura 27).
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Figura 26: Infeccdo de macréfagos de medula por L. (V.) braziliensis EFSF/06/GO (A) e cepa
referéncia MHOM/BR/1975/M2903 (B). Proporcao de 15 parasitas/macréfago durante
3 horas a 33 °C e 5% CO.,. A infec¢ao foi mantida por 6 dias nessas condi¢des

(1000X).

Figura 27: Aspecto histopatolégico da lesdo na orelha de camundongo BALB/c apds 3 semanas
do inéculo de 1 x 10° promastigotas do isolado (EFSF/06/GO). Reagao inflamatéria
(seta preta). * Corte da orelha ndo infectada. (Aumento de 40X).
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4.13.3 Microscopia eletrénica de transmissao e microscopia eletrénica de varredura

Para aprofundar a analise morfolégica, foi realizada microscopia eletrénica de
transmissdo e microscopia eletrbnica de varredura de promastigotas de cultura.
Amastigotas de lesdo induzida na orelha de camundongos BALB/c foram analisados
somente por microscopia eletronica de transmissdo. Foram identificadas estruturas
caracteristicas de tripanosomatideos como mitocéndria Unica contendo DNA mitocondrial
e bolso flagelar (Figura 28). Em promastigotas, verificamos a presenga de uma estrutura
arredondada em formato de “bainha” (indicada pela seta) localizada na extremidade
anterior. Cortes transversais de flagelo foram observados raramente, mas continham um
axonema tipico (Figura 28 A). No caso das preparacdes de tecido infectado, observamos
a presenga de amastigotas tipicos, confirmando a infectividade do isolado em
camundongos. Nesses amastigotas de lesdo o flagelo encontrava-se reduzido como
descrito para esta forma e estavam presentes em vaclolo pequeno e com poucos
amastigotas por vacuolo, como descrito para infecgdes por L. (V.) braziliensis (Figura 28
B).

Em promastigotas de fase logaritmica do isolado EFSF/06/GO foram também
observados presenca de vacuolo grande proximo ao bolso flagelar e citoplasma com
muitos acidocalcissomos (Figura 29 A e B), assim como alteragées na membrana do
flagelo e bolso flagelar (indicada pelas setas) (Figura 29 C e D).
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Figura 28: Microscopia eletrénica de transmissdo de promastigotas do isolado EFSF/06/GO em
fase logaritmica (A) e amastigotas no tecido infectado (B). (N) nucleo, (k) DNA
cinetoplasto, (BF) bolso flagelar e (x) axonema.
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Figura 29: Microscopia eletrénica de transmissdo de promastigotas do isolado EFSF/06/GO em
fase logaritmica. (A), (C) e (D) regiao anterior do parasita; (B) varias células. (VC)
vacuolo, (F) flagelo, (Ac) Acidocalcissomos, (N) nucleo, (k) DNA cinetoplasto e (BF)
bolso flagelar. (A) e (C) 30000X, (B) 12000X e (D) 50000X.

87



A partir da microscopia eletrobnica de varredura pdde-se observar o corpo
fusiforme da maioria dos promastigotas que € a forma caracteristica também dos
promastigotas tipicos de Leishmania, apesar de alguns apresentarem também corpo
piriforme (Figura 30 A). A presenca de sulcos longitudinais por todo o corpo do parasita
também foi observada. Alguns apresentavam sulcos mais profundos do que outros que,
muitas vezes estavam contorcidos ao redor do corpo do parasita (Figura 30 B). Mais de
85% dos promastigotas de fase logaritmica do isolado EFSF/06/GO apresentavam flagelo
atipico que é a estrutura arredondada indicada pela seta vermelha (Figura 30 A). Muitos
parasitas apresentavam varios corpusculos arredondados ou miceliformes aderidos
nessa estrutura e/ou no corpo do parasita (Figura 30 C e D).

Figura 30: Microscopia eletrénica de varredura de promastigotas do isolado EFSF/06/GO. (A)
corpo fusiforme ou piriforme de promastigotas de fase logaritmica com flagelo atipico
(seta vermelha) (2500 X) (B) presenca de sulcos longitudinais (seta amarela) (17000
X) (C) e (D) corpusculos arredondados ou miceliformes (seta laranja), 30000 X (C) e
19000 X (D).
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4.13.4 Imunofluorescéncia

A presenca de alguns antigenos normalmente encontrados no flagelo de
promastigotas foi investigada no isolado EFSF/06/GO, por imunofluorescéncia. A
marcag¢ao com anticorpos anti-tubulina confirmou a auséncia ou encurtamento drastico da
estrutura flagelar (Figura 31 F). Outro anticorpo utilizado foi o monoclonal SST-3 que
reconhece uma glicoproteina de superficie do flagelo de L. (V.) braziliensis (Figura 31 1)
(SILVEIRA et al,, 2003). No isolado EFSF/06/GO nao foi detectada a marcacao
especifica deste anticorpo na regido correspondente a estrutura arredondada, mas sim
em areas do corpo celular do parasita (Figura 31 L). Portanto, a morfologia e a
reatividade com os anticorpos sugerem que a maquinaria necessaria para a elongacao
do flagelo seja deficiente nesse isolado.
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Figura 31:

Imunofluorescéncia com promastigotas da cepa referéncia de L. (V.) braziliensis
MHOM/BR/1975/M2903 e do isolado EFSF/06/GO. Contraste de fase (A, D, G e J),
marcacao com DAPI (B, E, H e K), com o anticorpo anti-tubulina (C e F) e com o
anticorpo SST-3 (I e L). As figuras A, B, C, G, H e | correspondem a cepa referéncia
de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 e as figuras D, E, F, J, K e L
correspondem ao isolado EFSF/06/GO.
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5 Discussao

A busca por novos compostos a serem utilizados no tratamento da leishmaniose
vem sendo cada vez mais necessaria. Os antimoniais séo utilizados ha mais de 70 anos
sendo que em algumas regides da india a resisténcia a essa droga é generalizada
(GONZALEZ et al., 2008; SINGH et al., 2006). Os medicamentos de segunda escolha
foram desenvolvidos para o tratamento de outras doengas e assim como 0s antimoniais
sao bastante toxicos. A atividade de tamoxifeno, medicamento utilizado no tratamento do
cancer de mama havia sido demonstrada em nosso laboratério contra cepas referéncia
de Leishmania. Mas ainda ndo dispunhamos de evidéncias de atividade em modelos de
infeccéo experimental in vivo. Além disso, a auséncia de estudos de sensibilidade de
isolados Dbrasileiros aos medicamentos comumente utilizados no tratamento da
leishmaniose (anfotericina B e Glucantime®) foram os fatores que nos levaram a

desenvolver o presente trabalho.
5.1 Isolados e sensibilidade in vitro ao tamoxifeno, anfotericina B e Glucantime®

Recebemos as culturas dos isolados ja tipados como L. (L.) amazonensis e L. (V.)
braziliensis. Para confirmar os dados informados e também para dispor de método rapido
para verificacdo periddica das culturas, padronizamos um método de tipagem para o
nosso laboratério utilizando como marcador molecular o gene META2 de Leishmania
(RAMOS et al., 2004).

Técnicas moleculares como PCR tem-se mostrado altamente efetivas na
deteccdo e identificacdo de parasitas do género Leishmania (DISCH et al., 2005;
BERZUNZA-CRUZ et al., 2009). Através do polimorfismo de restricdo com a enzima Xho
I confirmamos a identificacdo dos isolados como L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis.
Entretanto, dois isolados foram tipados como L. (L.) major-like (VBL/01/PA e MAB/03/PA).
O método descrito por Uliana et al. (1994) e utilizado na tipagem inicial ndo permite
distinguir entre L. (L.) amazonensis e L. (L.) major, enquanto a tipagem por RFLP do
gene META 2o faz.

L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis sdo espécies causadoras de sérios
problemas de saude na América do Sul (de MOURA et al., 2005). No Brasil, € grande a
variedade de espécies que causam leishmaniose tegumentar americana (LTA). Sete
espécies foram descritas como agentes etiolégico da doenca cutdnea em humanos. L.
(V.) braziliensis € a espécie mais frequente nas Ameéricas, com ampla distribuicdo, desde

92



a América Central até o norte da Argentina e a mais importante nas regiées endémicas
do Brasil (CARVALHO et al., 2006; TOJAL DA SILVA et al., 2006). L. (L.) major é o
agente etiolégico da leishmaniose tegumentar em regiées do velho mundo (MURRAY et
al., 2005). Em 1993, Momen e cols. descreveram que isolados de L. (L.) major-like foram
encontrados no Novo mundo e sugeriram que algumas dessas populacbes deveriam ter
sido importadas para as Américas.

Devido a raridade de parasitas dessa espécie nas Américas, buscamos confirmar
a tipagem dos isolados VBL/01/PA e MAB/0O3/PA também por anticorpos monoclonais.
Esses ensaios foram realizados na Universidade Federal do Para onde foram testados
varios anticorpos monoclonais permitindo a confirmagéao dos dois isolados como L. (L.)
major. A presenca de parasitas dessa espécie nas Américas é fato interessante e merece
ser investigado, especialmente considerando que o isolado MAB/03/PA foi obtido de
paciente com leishmaniose cutanea difusa, que é normalmente atribuida a infecgbes por
L. (L.) amazonensis. Sera interessante caracterizar esses parasitas com mais detalhes,
por exemplo, através do sequenciamento dos espacadores do gene ribossémico. Além
disso, no caso do isolado MAB/O3/PA, sera importante tentar obter novo isolamento do
mesmo paciente.

Posteriormente a tipagem dos isolados, iniciamos os ensaios de sensibilidade de
drogas. Tentamos padronizar um método que fosse rapido, pratico e que nao
manipulasse muito as amostras nos ensaios de sensibilidade in vitro.

Inicialmente, pensamos em avaliar a atividade das drogas através da medida da
turvagédo do meio como € realizado em testes de sensibilidades para bactérias e como
utiizado em alguns trabalhos com Leishmania (HADIGHI et al., 2006). Para isso,
utilizamos dois meios (meio 199 e tampao A) porque achamos que o meio provido de cor
(meio 199) pudesse interferir na leitura da turvacdo. Nossos resultados demonstraram
que independentemente da coloragdo do meio, a medida da turvagcdo nao € confiavel
principalmente quando é utilizado um numero baixo de parasitas. No controle contendo
somente meio 199 ou tampao A obtiveram-se valores da D.O. maiores do que nesses
meios contendo nimeros maiores de parasitas.

Avaliamos também a medida da turvagdo em meio 199 contendo parasitas e
incubados com diferentes concentragdes de droga, nesse caso utilizando tamoxifeno. Ao
contrario da contagem de células a medida da turvagdo aumentou quando aumentava-se
a concentracdo da droga. Portanto, vimos que mesmo com parasitas mortos 0 meio

continuava turvo por pelo menos 48 h.
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Descartamos entdo a possibilidade de testes de atividade com drogas medindo a
turvacdo e optamos pelo método de MTT para avaliagdo da viabilidade. O MTT reage
com a enzima mitocondrial ativa da célula resultando em um produto colorido
denominado formazan (MOSMAN, 1983). O teste de MTT utilizado no laboratério até
entdo seguia o método descrito por Moreira et al. (1996). Esse método € bastante
trabalhoso e dispendioso para avaliagdo de um grande numero de isolados. Por isso
decidimos modificar o teste de MTT tornando-o mais rapido e barato.

Como no método de Moreira et al. (1996) era necessaria a lavagem dos parasitas
para posteriormente adicionar o MTT em tampé&o A, pensamos que a presenga de cor no
meio pudesse reagir com o MTT interferindo nas analises. Por isso, avaliamos o
crescimento de promastigotas em tampéo A ou meio de Grace que sdo desprovidos de
cor. Utilizamos tampéao A adicionado de SFB para tornar o meio mais rico em nutrientes.
Os diferentes meios (tampao A, tampdo A suplementado com SFB e meio de Grace
suplementado com SFB) contendo promastigotas foram avaliados através da contagem
dos parasitas e leitura da D.O. apés adigcdo de MTT. Observamos através da contagem
que somente em meio de Grace havia ocorrido multiplicagdo dos parasitas. Por outro
lado, a leitura de D.O. apés incubagdo com MTT em meio de Grace néao teve correlagao
com o numero de parasitas vivos. As D.Os medidas em tampao A e tampao A
suplementado com SFB foram bastante préximas, indicando que o SFB presente no meio
de Grace nao era responsavel pela auséncia de coloragdo. Sendo assim, concluimos que
o meio de Grace ndo era adequado para a realizagao dos testes de viabilidade por MTT.

Uma adaptagéo simples do protocolo de MTT foi entdo testada e mostrou boa
correlagdo com a contagem de parasitas vivos, determinada em camara de Neubauer.
Nesse microteste, os parasitas sao incubados em meio 199 por 24 h na presenca de
concentracdes crescentes de droga, adicionando-se a seguir a solucdo de MTT ao
proprio meio.

Para avaliarmos a sensibilidade de promastigotas a anfotericina B e tamoxifeno
utilizamos este microteste de MTT modificado que mostrou-se bastante eficaz para
realizacdo de ensaios de sensibilidade de promastigotas de Leishmania. E um teste
extremamente rapido e barato, além de necessitar de pouca manipulagdo das amostras.

Ja havia sido previamente demonstrado que a suscetibilidade de promastigotas de
Leishmania a anfotericina B e tamoxifeno é semelhante a suscetibilidade de amastigotas
intracelulares (SHARIEF et al., 2006; MIGUEL et al., 2007).

94



A atividade das drogas foi avaliada através da determinagéo de Cls,, Clgo € razéo
de resisténcia. A razdo de resisténcia foi calculada devido a variagdo da atividade da
droga (avaliada por valores de Clsg) observada nos testes de MTT realizados em dias
diferentes com promastigotas de L. (V.) braziliensis. Por isso os testes com isolados
foram sempre realizados em paralelo com a linhagem tipo.

Os valores de Clsy determinados para anfotericina B variaram entre 0,04 + 0,004
uM (0,087 pg/mL) e 0,12 + 0,014 uM (0,11 pg/mL) uM para os isolados de L. (V.)
braziliensis e entre 0,06 + 0,001 uM (0,055 pg/mL) e 0,15 = 0,040 uM (0,14 pg/mL) para
os isolados de L. (L.) amazonensis. O valor de Cls, de um isolado de L. (L.) major-like foi
18 vezes maior do que o menor valor de Clsy determinado para o isolado de L. (V.)
braziliensis (PPS/06/BA). A sensibilidade entre os isolados foi semelhante para
anfotericina B, sendo que somente um isolado de L. (L.) major-like se mostrou menos
sensivel a essa droga. Yardley e Croft (1997), demonstraram que 0,50 e 0,96 pg/mL de
anfotericina B foram suficientes para inibir em 50% o crescimento de promastigotas de
isolados de L. (L.) major e 0,11 £ 0,015 pg/mL foram suficientes para inibir em 50% o
crescimento de promastigotas de L. (L.) donovani (MANANDHAR et al., 2008). Isolados
de L. (L.) donovani obtidos de pacientes de uma regido de alta endemicidade na india
foram avaliados in vitro na presenga de anfotericina B. Os valores de Cls,, nesse caso,
variaram entre 0,31 £ 0,014 e 1,62 £ 0,134 ug/mL de anfotericina B (KUMAR et al., 2009).
Esses valores foram semelhantes aos determinados para os isolados brasileiros de L. (L.)
major-ike (MAB/0O3/PA e VBL/01/PA). Quando avaliamos os valores das Clgs
observamos uma variagdo maior entre os isolados de L. (V.) braziliensis, de até 7 vezes,
do que entre os isolados de L. (L.) amazonensis (2 vezes) ou L. (L.) major-like (2 vezes),
mas quando avaliamos independentemente da espécie a diferenca foi de até 20 vezes
entre o menor e o maior valor de Clg. De forma geral, comparando os valores de Cls,
Clgy € RR o0 isolado TMB06/GO foi o mais sensivel e o VBL/01/PA o mais resistente a
anfotericina B.

Dando continuidade aos testes de sensibilidade de promastigotas, avaliamos a
atividade in vitro de tamoxifeno contra os isolados.

Foi demonstrado que tamoxifeno apresenta efeito citotoxico para varios tipos de
células neoplasicas (PONTIGGIA et al., 2008) e efeito in vitro também foi mostrado para
Candida albicans (BEGGS, 1996). Até entao, Miguel et al. (2007), havia demonstrado que
tamoxifeno era ativo contra cepas referéncia de L. braziliensis, L. amazonensis, L.

chagasi, L. donovani e L. major in vitro.
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A atividade de tamoxifeno foi avaliada contra isolados de campo através dos
valores de Clsg, Clgy € razéo de resisténcia. Os resultados apresentados na Tabela 4
foram semelhantes aos descritos por Miguel et al., 2007. Nesse caso, os valores de Clsg
variaram entre 9,3 + 0,3 e 19,9 £ 0,3 UM para as cepas referéncia de L. major e L.
donovani, respectivamente.

No presente trabalho, o maior valor de Cls, foi determinado para o isolado de L.
(L.) amazonensis (EGS/04/GO) que foi de 14,8 £ 0,99 uM de tamoxifeno, portanto, menor
do que os anteriores observados.

Diferentemente dos resultados obtidos com anfotericina B, a sensibilidade ao
tamoxifeno foi semelhante entre os isolados, variando de até 2 vezes entre o menor e 0
maior valor para a Clsy, Clyy e razdo de resisténcia. Quanto a sensibilidade de
amastigotas, ja havia sido mostrado por Miguel et al. (2007) com a cepa referéncia de L.
(L.) amazonensis que os valores de Cls, verificados para as duas formas do parasita
foram préximos, de 11,1 e 16,4 uM de tamoxifeno. Neste trabalho, avaliamos a atividade
de tamoxifeno contra amastigotas de alguns isolados de Leishmania incubando os
parasitas com a droga por um periodo de 48 h como foi avaliado por Miguel et al. (2007)
e por um periodo maior, de 6 dias como foi realizado com Sb'. Confirmamos através dos
valores de Clso que a sensibilidade de amastigotas e promatigotas ao tamoxifeno foi
similar, diferentemente da sensibilidade ao antiménio que é de até 100 vezes maior para
amastigotas (AZEREDO-COUTINHO et al., 2007). Vimos também que um periodo
menor, de até 48 h, é suficiente para a atividade de tamoxifeno contra amastigotas.

Apesar dos relatos na literatura de que promastigotas de Leishmania sao menos
sensiveis ao antiménio pentavalente do que amastigotas, existem muitos trabalhos que
comparam a sensibilidade de isolados a esse farmaco utilizando essa forma do parasita.
Sendo assim, avaliamos primeiramente a atividade de promastigotas de L. (V.)
braziliensis ao Glucantime® através do microteste de MTT modificado. Vimos que
concentracdes de 32,4 mg/mL de antimdnio pentavalente nao foram suficientes para inibir
o crescimento de promastigotas em 24 h. A Cls, de promastigotas de L. (V.) braziliensis
determinada por Grogl et al. (1992) foi de 0,2 a 4,1 mg/mL de Sb" apés 24 h de
incubagao. Azeredo-Coutinho et al. (2007) demonstraram que promastigotas de isolados
de L. (V.) braziliensis obtidos de pacientes no Rio de Janeiro apresentaram valores de
Clsoentre 0,8 e 9,5 mg/mL de antimdnio pentavalente apds periodo de incubagéo de 72 h.
Nesse mesmo estudo, outras espécies como L. (L.) tropica, L. (L.) mexicana, L. (L.)
amazonensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) guyanensis também foram avaliadas e os
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valores de Clsq variaram entre 10 e 60 mg/mL de antiménio pentavalente. Deste modo, o
valor de Clso para L. (L.) mexicana foi até 6 vezes maior do que o maior valor descrito
para L. (V.) braziliensis.

Avaliamos varios lotes de Glucantime® testando as mesmas concentracdes de
droga, 16,2 e 32,4 mg/mL de antiménio pentavalente. Todos os lotes avaliados
apresentaram o0 mesmo comportamento, logo, resolvemos avaliar a atividade do
Glucantime® através da contagem dos parasitas apds 24, 48, 72 e 120 h de incubagéo
com a droga. Observamos que a atividade do Glucantime® é dose/tempo-dependente,
com atividade apreciavel detectada apenas apdés longos periodos de incubagao. Sendo
assim, este método ndo foi adequado para avaliar a sensibilidade por ser um teste muito
longo e trabalhoso, além de existir a critica de que o antiménio tem que ser metabolizado
pelo macréfago e convertido em antiménio trivalente que € a forma ativa contra o parasita
(OUELLETTE et al., 2004).

Posteriormente as analises de sensibilidade de promastigotas a antiménio
pentavalente e conclusdo de que esta forma do parasita nao foi adequada para avaliagéo
in vitro a curto prazo na presenca dessa droga, buscamos entdo avaliar a atividade contra
amastigotas intracelulares.

Visto que existem poucos relatos de interagéo in vitro de macréfagos com
parasitas do subgénero Viannia, avaliamos primeiramente a taxa de infec¢do de quatro
tipos diferentes de macréfagos (J774.A1, THP-1, macrofagos de peritdbnio e macréfagos
de medula) por promastigotas de fase estacionaria de L. (V.) braziliensis. Promastigotas
de fase estaciondria sdo mais infectivos do que os de fase logaritmica. Isto foi mostrado
com promastigotas de L. (L.) donovani, L. (L.) tropica, L. (L.) major e L. (L.) mexicana
(ZAKAI et al., 1998). A infec¢do por L. (V.) braziliensis é caracterizada por apresentar
vacuolos pequenos com poucos amastigotas por vacuolo. Dos macréfagos utilizados
neste trabalho, o macréfago de medula foi 0 que apresentou maiores taxas de infecgao.
de 84%. Foi mostrado por Maia et al. (2007) que a taxa de infeccdo de macrofagos de
medula por L. (L.) infantum é maior do que para macréfagos de peritdbnio, macréfagos
derivado de sangue periférico humano ou macrofagos diferenciados de linhagens
celulares U-937 e DH82.

Aléem de apresentar a maior taxa de infecgdo os macrofagos de medula
apresentaram também citoplasma expandido o que facilitou a contagem dos parasitas. Ja

que iriamos utilizar um numero elevado de macroéfagos, outro beneficio foi o maior
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rendimento por animal de macréfagos de medula em comparacdo com macrofagos de
peritdbnio de camundongos BALB/c.

Com base nos resultados discutidos acima com infeccdo de macréfagos de
medula por L. (V.) braziliensis, decidimos utilizar esse modelo de infec¢do para avaliagéo
de antimdnio contra amastigotas intracelulares.

Os ensaios de padronizagcao de infecgdo de macréfagos foram realizados com a
cepa referéncia de L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903. Quando utilizamos os
isolados para ensaios de sensibilidade observamos variagées na taxa de infec¢ao de 20
a 85% para os isolados de L. (V.) braziliensis, 50 a 100% para os isolados de L. (L)
amazonensis e de 58 e 68% para os isolados de L. (L.) major-like. Além da porcentagem
de infecgdo, o numero de amastigotas por macréfago também foi maior para os isolados
de L. (L) amazonensis, com média de 11 amastigotas/macréfago. Segundo Gomes et al.
(2003) a espécie de Leishmania pode influenciar na taxa de infecgdo. Geralmente,
espécies de L. (L) amazonensis sao mais virulentas e a infectividade in vitro € maior do
que de espécies de L. (V.) braziliensis.

Antes de iniciarmos os ensaios de atividade contra amastigotas, avaliamos a
citotoxicidade ao Glucantime® e tamoxifeno. O valor da Cls, para as duas drogas
avaliadas foi maior do que a dose maxima utilizada nos ensaios de sensibilidade. Para
tamoxifeno foi maior do que 20 uM e para antiménio maior do que 810 pug/mL. Portanto,
as doses utilizadas néao foram toxicas para o macréfago.

Em todos os experimentos foi incluida a cepa referéncia testada em paralelo com
os isolados e os resultados foram avaliados através da Clsg, Clgy € RR. A sensibilidade ao
antiménio variou até 8 vezes entre o menor e o maior valor de Cls, € até 14 e 5 vezes
entre 0 menor e o maior valor de Clgy, e RR, respectivamente. Os isolados de L. (V.)
braziliensis apresentaram maior sensibilidade ao antiménio do que os isolados de L. (L)
amazonensis e de L. (L.) major-like. Segundo Allen e Neal (1989) apud Yardley et al.
(2006), cepas referéncia de L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.) panamensis
foram de 3 a 5 vezes mais sensiveis ao Sb’ (média de Cls, menor que 5 ug/mL) do que L.
(L.) major, L. (L.) tropica e L. (L.) mexicana. Das cepas provenientes dos pacientes que
retornaram para o tratamento e apresentaram cura clinica, os valores de Cls, variaram
entre 29,1 + 4,6 e 146,0 + 5,0 pg/mL de Sb’, os valores de Clgy, entre 65,6 e 299,7 pg/mL
de Sb' e razao de resisténcia entre 0,85 + 0,25 e 2,67 + 0,35. Neste caso, os valores
menores de Clso, Clgy e razdo de resisténcia referem-se ao isolado de L. (V.) braziliensis
(TMB/06/GO) e os valores maiores de Clsg e razdo de resisténcia ao isolado de L. (L)
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amazonensis (JSC/06/PA) (Tabela 8). Nos trabalhos disponiveis na literatura,
observamos que havia uma grande variacdo nos valores de Clsy, determinados para
cepas resistentes ou sensiveis ao antiménio. Em 1984, foi mostrado por Neal e Croft que
uma maior proporgao de amastigotas/macréfago pode influenciar na Cls, de Sb'. Isolados
de L. (L.) donovani de uma regido de alta resisténcia na india mostraram média da Cls,
significativamente maior (15,81 + 2,5 ug/mL de Sb") quando comparado com iso lados de
uma regido de baixa resisténcia (5,46 + 3,69 pg/mL de Sb¥) (KUMAR et al., 2009). Sendo
assim, a média dos valores de Cls, descritos acima foi menor do que o menor valor de
Clso determinado para os isolados brasileiros, que no nosso trabalho foi de 18,5 + 4,20
pg/mL de Sb". Neste caso, todos os isolados avaliados em nosso trabalho poderiam ser
classificados como resistentes in vitro ao antiménio.

Hadighi et al. (2006), testando isolados de L. (L.) major e L. (L.) tropica,
observaram que isolados de pacientes que nao apresentaram cura clinica apés
tratamento com Sb' tiveram Clsy maior do que 13,2 pg/mL Sb'. Uma correlagédo entre a
resisténcia in vitro ao Sb’ e o tratamento clinico tem sido demonstrada com L. (L.)
donovani na india (LIRA et al., 1999), mas ndo no Suddo (ABDO et al., 2003). Com
isolados de L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis da Guatemala e Peru também foi
observada essa correlacdo (GROGL et al., 1992).

Rojas et al. (2006) consideraram cepas do subgénero Viannia resistentes aquelas
que tiveram Cls, maior do que 128 ug/mL de Sb". Segundo esse critério, dois de nossos
isolados (JSC/06/PA e MAB/03/PA) foram resistentes ao Sb' porque apresentaram Cls
maior do que 128 pg/mL de Sb".

Yardley et al. (2006) avaliaram a sensibilidade in vitro de 37 isolados de pacientes
do Peru ao Sb' através da razdo de resisténcia e compararam com a resposta desses
pacientes ao tratamento com Sb'. Dos 37 isolados avaliados, 26 eram de L. (V.)
braziliensis, 5 de L. (V.) guyanensis, 4 de L. (V.) lainsoni, 1 de L. (V.) peruviana e 1 de L.
(L.) amazonensis. Dos isolados de L. (V.) braziliensis avaliados, 22 foram resistentes ao
Sb" in vitro, apenas 4 isolados foram sensiveis ao Sb", sendo que 2 correspondiam aos
pacientes que nao responderam ao tratamento. Dos 5 isolados de L. (V.) guyanensis, 2
foram sensiveis e dos 4 isolados de L. (V.) lainsoni, 1 foi sensivel ao Sb', mas todos os
pacientes responderam ao tratamento. O isolado de L. (L.) amazonensis foi sensivel ao
Sb" in vitro, mas o paciente ndo foi avaliado. Segundo Yardley et al. (2006) uma cepa

resistente ao antimdnio deve apresentar o valor da razéo de resisténcia maior ou igual a
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5. Sendo assim e de acordo com esse critério, nenhum dos isolados avaliados em nosso
trabalho apresentaram resisténcia in vitro ao antiménio.

Na América Latina, relatos da eficacia do tratamento da leishmaniose cutanea
com antimonial tém revelado efeitos contrastantes com 7% de falha terapéutica na Bolivia
(BERMUDEZ et al., 2006), 16% no Brasil (OLIVEIRA-NETO et al., 1997) e 39% na
Colémbia (PALACIOS et al., 2001).

Na literatura encontramos varios trabalhos testando a sensibilidade in vitro de
isolados de areas endémicas do Velho Mundo e Américas, sendo que apenas um Unico
trabalho de sensibilidade ao antiménio foi realizado com isolados brasileiros. Nesse
trabalho, Azeredo-Coutinho et al. (2007) compararam a sensibilidade in vitro de
promastigotas e amastigotas de isolados de pacientes do Rio de Janeiro ao Glucantime®.
A atividade dos isolados de L. (V.) braziliensis foi comparada com a atividade de outras
espécies de Leishmania e com a resposta dos pacientes ao tratamento. Amastigotas de
isolados brasileiros (n=5) de L. (V.) braziliensis revelaram valores de Cls, entre 19 e 55
ug/mL de Sb* apds 72 h de incubagédo, sendo que os isolados obtidos de pacientes que
responderam ao tratamento apresentaram Cls, significativamente menores e aqueles que
nao responderam ao tratamento apresentaram Cls, maiores (AZEREDO-COUTINHO et
al., 2007).

Comparando nossos resultados com os dados descritos acima, os valores de Cls
obtidos para os isolados do Rio de Janeiro sdo da mesma ordem de grandeza que 0s
valores de Cls, encontrados em nosso trabalho (Tabela 8).

O isolado MAB/03/PA obtido do paciente que apresenta a forma difusa e néo
respondeu a nenhum tratamento, foi também o que apresentou maior valor da Clg,, de
955,4 pug/mL de Sb". O valor da Cls, determinado para esse isolado foi um dos maiores,
de 138,3 + 19,8 ug/mL (Tabela 8). Este paciente ja foi submetido a varios cursos de
tratamento com antimoniais, anfotericina B e imunoterapia. Apds o tratamento, verificou-
se melhora clinica temporaria seguida sempre de recrudescéncia apds alguns meses
(Ledice Pereira e Miriam Dorta, comunicacao pessoal). Apesar dos valores elevados de
sensibilidade in vitro, sabe-se que essa forma clinica de leishmaniose é também
decorréncia de caracteristicas genéticas anérgicas do hospedeiro.

De todos os isolados testados, além do MAB/O3/PA, 2 foram obtidos de pacientes
que precisaram de 2 cursos de tratamento com Glucantime (BES/06/GO e UAF/06/TO)
para que houvesse resposta clinica. Entretanto, os valores de Clsy determinados para

esses isolados nao foram os maiores.
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Dos pacientes que retornaram apés o tratamento, mais de 90% apresentaram
cura clinica que foi avaliada através da cicatrizagdo da lesdo até 3 meses ap6s término
do tratamento e com acompanhamento de até um ano ap6s o tratamento com
Glucantime®. Assim, ndo obtivemos evidéncias de resisténcia in vitro ao antimonial
pentavalente. Por outro lado, considerando-se o pequeno numero de amostras avaliadas,

esses dados nao nos permitem concluir que tal resisténcia ndo exista no campo.

Tabela 8: Comparacao da sensibilidade in vitro dos isolados de Leishmania ao antim6nio com a

resposta clinica dos pacientes ao tratamento.

Paciente/ano/ Tratamento Clso = DP Clyo b 5 .C
local posterior® Sb'pg/mL  Sb'pg/mL RR Evolugao
Glucantime
BES/06/GO™ (>18 g AM), 52,4 +53 203,3 1,50 +0,26  Cura Clinica
Anfotericina B
Lb Glucantime ..
EFSF/06/GO (18 g AM) 55,0+12,2 150,2 1,60 £ 0,67 Cura Clinica
Lb Glucantime ..
GDL/06/GO (18 g AM) 31,1 +1,50 96,0 0,90 £ 0,06 Cura Clinica
b Glucantime L.
HPV/06/TO (18 g AM) 58,0+13,8 299,7 1,70+ 0,76  Cura Clinica
b Glucantime .
IMG/03/GO (18 g AM) 58,8 + 5,40 175,8 1,70 £ 0,27  Cura Clinica
PPS/06/BA™? NR 18,5 + 4,20 96,0 0,54 + 0,23 NR
Lb Glucantime .
RPL/05/GF (18 g AM) 59,8 + 3,20 136,2 1,70 £ 0,14  Cura Clinica
Lb Glucantime .
TMB/06/GO (18 g AM) 29,1 £ 4,60 65,6 0,85+0,25 Cura Clinica
UAF/06/TO™ G'E‘:ﬁggr)"e 31,6 £ 9,70 148,7 0,92 +0,54 Cura Clinica
WSS/05/GO™ NR 44,8 + 2,30 124,8 1,31 + 0,09 NR
EGS/04/GO"? NR 112,4 + 3,2 238,7 2,05 +0,30 NR
la Glucantime .
JRS/01/GO (18 g AM) 112,2+ 3,6 197,7 2,05+0,28 Cura Clinica
la Glucantime L.
JSC/06/PA (18 g AM) 146,0 £5,0 296,8 2,67 £0,35 Cura Clinica
Lm Anfotericina B
MAB/03/PA liposomal 138,3£19,8 955,4 - Sem melhora
Lm Glucantime
VBL/01/PA (18 g AM) 62,11 £7,16 341,6 - NR

“lIsolados de L. (V.) braziliensis, = L. (L) amazonensis e ™" L. (L.) major-like. ® Tratamento com
AM = Antimoniato de meglumine (18 g = 60 ampolas de Glucantime®) apés o isolamento da
cepa; ® RR = Razdo de resisténcia (razé@o entre o valor de Clso do isolado e da cepa referéncia),
(-) ndo calculado; ° NR = néo retornou.
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5.2 Eficacia do tamoxifeno no tratamento de infeccoes por L. (V.) braziliensis

Havia sido anteriormente demonstrado que tamoxifeno era ativo contra
promastigotas e amastigotas intracelulares de cepas referéncia de Leishmania (MIGUEL
et al.,, 2007). A avaliacdo da atividade de tamoxifeno contra isolados de campo seria
importante para validar os achados obtidos com cepas referéncia, muitas vezes mantidas
em cultivo em laboratérios ha muitos anos. Assim, nesse trabalho confirmamos a
atividade homogénea de tamoxifeno contra isolados obtidos recentemente de pacientes
com leishmaniose.

Miguel et al. (2008) mostraram que doses de 20 mg/Kg/dia de tamoxifeno
administradas por 15 dias consecutivos por via intraperitonial resultaram em redugao da
carga parasitaria e tamanho da lesdo de camundongos BALB/c infectados com L. (L.)
amazonensis. Um dos objetivos de nosso trabalho foi avaliar se tamoxifeno era eficaz
também no tratamento de infecgbes causadas por L. (V.) braziliensis em modelo
experimental murino.

A espécie L. (V.) braziliensis é dificil de ser isolada, cultivada e mantida em
laboratério (ANDRADE et al., 2005). A adi¢cdo de urina humana masculina estéril no meio
de cultura suplementado com soro fetal bovino resulta em maior sucesso no cultivo
desses parasitas (HOWARD et al., 1991). Segundo Sampaio et al. (2002) a urina humana
€ utilizada no meio como estimulante da divisdo celular e facilita o cultivo de células
primarias de tecido animal infectado.

Um outro problema no estudo de isolados de L. (V.) braziliensis tem sido a
dificuldade de estabelecer modelos experimentais adequados para infecgdo in vivo.
Cepas de L. (V.) braziliensis geralmente ndo sdo infectantes ou causam infec¢ao
assintomatica em camundongos. Recentemente, um modelo experimental de
leishmaniose cutanea americana foi estabelecido utilizando camundongos BALB/c. Nesse
modelo, o indculo de 10° parasitas foi realizado por via intradérmica na orelha de
camundongos verificando-se inducdo de lesdo de curso auto-limitado (de MOURA et al.,
2005).

Visando implantar esse modelo experimental de infecgao por L. (V.) braziliensis
em nosso laboratério, utilizamos dois diferentes isolados e trés diferentes sitios de
infeccdo em camundongos BALB/c. Um desses isolados, MHOM/BR/01/BA, havia sido
utilizado com sucesso na infecgao experimental de camundongo BALB/c. A espessura da
orelha e da pata e di@metro da cauda foram medidos semanalmente durante 12
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semanas. Na pata foi observado um pequeno edema que se iniciou na quinta semana
para os dois isolados avaliados (MHOM/BR/01/BA e UAF/06/TO). Na cauda nao se
obteve lesbes detectaveis. Nossos resultados de infecgdo na orelha foram semelhantes
aos demonstrados por de Moura et al., 2005, que observaram que o inéculo de 10°
promastigotas de L. (V.) braziliensis induziu lesdo na orelha na maioria dos camundongos
infectados e a leséo atingiu tamanho maximo de 1 mm na quinta semana. A lesdo na
orelha causada pelo isolado UAF/06/TO atingiu tamanho maximo de 0,8 mm na décima
semana.

Considerando as caracteristicas da lesdo e da evolucao clinica, decidimos utilizar
o modelo de infecgéo na orelha com o isolado MHOM/BR/01/BA para avaliar a eficacia do
tratamento com tamoxifeno. Como esse € um modelo de cura espontanea, buscamos
observar se haveria redugédo ou auséncia de lesdo nos animais tratados no momento em
que a doenga atingia o pico de manifestagdes clinicas no grupo controle.

A leséao foi avaliada também através do aspecto histopatoldgico que foi analisado
quando as lesdes ja estavam curadas. Neste caso, observamos claramente uma reagao
inflamatéria no local do in6culo, mas nao foi possivel quantificar os amastigotas no tecido
devido ao reduzido numero de parasitas nas lesdes que foram revelados pela existéncia
de vacuolos pequenos contendo pouco amastigotas por vacuolo. Sendo assim, este
método nao foi adequado para avaliar a atividade de drogas em infeccbes causadas por
L. (V.) braziliensis, ja que a lesdo possuia reducao acentuada de parasitas.

Os esquemas de doses utilizados nao levaram a alteragcbes no peso dos
camundongos. Além do tamoxifeno, utilizamos como controles positivos do tratamento,
anfotericina B e Glucantime®. A dose preconizada pela OMS para o tratamento da
leishmaniose cutdnea com Sb' é de 20 mg/Kg/dia por 20-28 dias. Infusdes intravenosas
de 15 a 20 mg/Kg de anfotericihna B em dias alternados foram administradas em
pacientes necessitando de hospitalizacdo prolongada (SUNDAR et al., 2000). Em
camundongos foi observada toxicidade aguda apds receberem doses acima de 1 mg/Kg
de anfotericina B (YARDLEY e CROFT, 1997). Neste trabalho, utilizamos doses de 0,5
mg/Kg dessa droga.

A administragdo das drogas foi realizada por via intraperitonial com citrato de
tamoxifeno (10, 20 ou 30 mg/Kg/dia) por 15 dias consecutivos, Glucantime® (20
mg/Kg/dia) por 15 dias consecutivos ou anfotericina B (0,5 mg/Kg/dia) por 6 dias
alternados. O grupo controle recebeu somente salina que foi utilizado como diluente das
drogas. O tratamento com tamoxifeno diluido em etanol e 10% de glicerol também foi
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avaliado por via tépica. Como glicerol é bastante utilizado em cosmeéticos como hidratante
cuténeo, adicionamos na formulacdo para facilitar a penetracao da droga. A orelha dos
camundongos apresentou edema e eritema tanto no grupo tratado com tamoxifeno tépico
quanto no grupo que recebeu somente o veiculo. Depois de observada essa reagéo
provocada pelo veiculo, optamos por avaliar a atividade de tamoxifeno somente por via
intraperitonial.

A eficacia das drogas foi avaliada através da medida da lesdo e da carga
parasitaria no tecido infectado. Nos 3 experimentos realizados, escolhnemos a semana 6
para avaliagdo da medida da lesdo por ser o periodo em que a lesdo atingiu tamanho
maximo no grupo controle. Doses de 20 ou 30 mg/Kg/dia de tamoxifeno foram igualmente
eficazes, reduzindo em até 50% o tamanho da lesdo e induzindo diminuigao significativa
do numero de parasitas na lesdo quando comparado com o grupo controle ndo tratado.
Quanto aos medicamentos comumente utilizados no tratamento da leishmaniose, o
tamanho da lesdo foi maior no grupo tratado com Glucantime® em relacdo ao grupo
tratado com anfotericina B, porém menos parasitas foram encontrados nas lesées do
grupo tratado com Glucantime®. O tratamento com antimoniato de meglumina néo leva a
cura estéril, como observado previamente em modelo animal assim como se observou
em humanos (VERGEL et al., 2006).

O tratamento com tamoxifeno em humanos é bem tolerado e apresenta poucos
efeitos colaterais a curto prazo. Sendo indicado para o tratamento e prevencao do cancer
de mama, é usado continuamente por um periodo de 5 anos com doses diarias de 20 a
40 mg (VOGEL et al., 2006). Em consequéncia do uso prolongado pode induzir
carcinoma endometrial (JORDAN, 2003). Em modelo experimental foi demonstrado efeito
carcinogénico e mutagénico in vitro e in vivo e indugdo de cancer de figado em ratos
apdés administragdo a longo prazo (ZITO, 1994; WILLIAMS et al., 1997). Em nosso
trabalho, tamoxifeno foi efetivo em um periodo curto de tratamento. Foi relatado também
que este esquema de tratamento ndo alterou o peso ou histopatologia uterina de
camundongos BALB/c e foi igualmente eficaz em hamsters fémeas e machos (MIGUEL et
al., 2008, 2009). Doses diarias de 10 a 80 mg/dia de tamoxifeno por 3 semanas tem sido
bem tolerado e parece controlar disturbio bipolar avaliado em 29 pacientes de ambos os
sexos (ZARATE et al.,, 2007). Estes relatos indicam que tamoxifeno pode ser
administrado seguramente tanto em mulheres como em homens.

Além dos sérios efeitos colaterais e casos de resisténcia ao antiménio, existe

também o problema da administragdo dos medicamentos, que para anfotericina B ou
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Glucantime® devem ser por via parenteral e por periodos prolongados necessitando de
hospitalizagdo. Muitas vezes os pacientes ndo completam todo o curso do tratamento.
Outra vantagem para estender as pesquisas com tamoxifeno é o custo do medicamento,
tamoxifeno € consideravelmente mais barato do que os medicamentos utilizados no
tratamento da leishmaniose. Tamoxifeno é 2 vezes mais barato do que Glucantime®, 6
vezes mais barato do que anfotericina B e quase 50 vezes mais barato do que
anfotericina B lipossomal.

5.3 Morfologia do isolado EFSF/06/GO

Em paralelo com os objetivos propostos, caracterizamos morfologicamente o
isolado EFSF/06/GO que nos chamou a atencao por apresentar morfologia distinta. Os
promastigotas eram pequenos, pouco méveis, apresentavam flagelo muito curto ou nao
visivel. Apesar de sabido que o isolado foi obtido de uma paciente com lesao cuténea
localizada e ter sido identificado como L. (V.) braziliensis, inicialmente questionamos se
realmente era um parasita desse género. Apds confirmagdo por PCR e ensaios com
anticorpos monoclonais, decidimos sequienciar as regides ITS1, 58S e ITS2
(espacadores internos transcritos) do gene ribossémico de tripanossomatideos. Estes
marcadores moleculares sao muito utilizados na identificacdo de tripanossomatideos
podendo determinar relagdes filogenéticas e também colaborar na identificacdo de um
determinado isolado. As regides espagadoras internas conhecidas como ITS, evoluem
rapidamente, apresentando alto polimorfismo, e sendo desta forma, de grande interesse
nos estudos filogenéticos de géneros, espécies e populagdes. A alta similaridade da
sequéncia de nucleotideos das regides ITS1, 5.8S e ITS2 do isolado EFSF/06/GO com
as sequéncias de L. (V.) braziliensis sugeriu a confirmagdo do isolado como L. (V.)
braziliensis.

Como formas desprovidas de flagelo (amastigotas-like) podem ser obtidas em
algumas espécies por cultura em temperaturas mais elevadas, testamos se uma redugéao
na temperatura de cultivo teria algum efeito na morfologia desse isolado. Mas, mesmo a
22 °C, a cultura manteve as caracteristicas atipicas observadas a 25 °C.

Avaliamos também a infeccado in vitro e in vivo desse isolado que apresentou
padrdes tipicos de infeccées causadas por L. (V.) braziliensis. Observamos na infecg¢ao
de macréfagos a existéncia de vacuolos pequenos contendo poucos amastigotas por

vacuolo. Em camundongos infectados na orelha, o aparecimento e cura da lesdo foram
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rapidos, sendo que o edema foi detectado a partir da terceira semana e na décima
semana todos os animais estavam clinicamente curados. O exame histopatolégico da
orelha revelou a reagao inflamatéria no local do inéculo, mas néo foi possivel identificar
amastigotas no tecido por microscopia Optica.

Durante a caracterizagdo morfolégica do isolado EFSF/06/GO surgiu a davida se
quando a cepa foi isolada do paciente apresentava essa mesma morfologia. Entao
avaliamos a morfologia do isolado assim que foi obtido do paciente e mais uma vez
confirmamos que eram promastigotas distintos.

Posteriormente, aprofundamos as andlises morfologicas avaliando este isolado
por microscopia eletronica de transmissdo e microscopia eletronica de varredura de
promastigotas de cultura. Analisamos também amastigotas de lesdo induzida na orelha
de camundongos BALB/c por microscopia eletrénica de transmissdo. Identificamos
estruturas caracteristicas de tripanosomatideos como mitocondria Unica contendo DNA
mitocondrial e bolso flagelar e alguns cortes transversais de flagelo permitiram
identificacdo de axonema tipico. Nas preparagdes de tecido, confirmou-se a infectividade
do isolado em camundongos, pela detecgdo de amastigotas.

Verificamos a presenga de uma estrutura arredondada em formato de “bainha”
localizada na extremidade anterior em mais de 85% dos promastigotas. Quando nao se
observava essa estrutura atipica via-se promastigotas com flagelos curtos. Por
microscopia eletrénica de varredura observamos a presenca de sulcos ao redor do corpo
do parasita e alguns apresentavam corpusculos arredondados ou miceliformes na porcao
anterior e/ou aderidos ao corpo do parasita.

Os resultados até entdo obtidos nos levaram a avaliar se essa estrutura
arredondada localizada na por¢édo anterior apresentava antigenos presentes em flagelos
de promastigotas convencionais. Para isso, avaliamos por imunofluorescéncia a
marcagcdo com anticorpos anti-tubulina que confirmou a auséncia ou encurtamento
drastico da estrutura flagelar. Outro anticorpo utilizado foi o monoclonal SST-3 que
reconhece uma glicoproteina de superficie do flagelo de L. (V.) braziliensis (SILVEIRA et
al., 2003). Neste caso, observamos marcagao somente no flagelo da cepa referéncia de
L. (V.) braziliensis MHOM/BR/1975/M2903 e no isolado EFSF/06/GO nao foi detectada
marcagao na estrutura arredondada, mas sim no corpo celular do parasita. Acredita-se
que esse isolado apresenta alguma deficiéncia na maquinaria responsavel pela
elongagéo do flagelo.
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Segundo Sacks e Kamhawi (2001), durante o processo de diferenciacao dos
promastigotas a adesao dos parasitas nas microvilosidades do intestino do vetor ocorre
via flagelo. Visto que o isolado EFSF/06/GO nao possui flagelo alongado, sera
interessante investigar como ocorre a diferenciacdo desse isolado no hospedeiro
invertebrado.
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6 Conclusoes

Dos 16 isolados obtidos, foi confirmada a identificagéo de 11 isolados como L. (V.)
braziliensis, 3 como L. (L.) amazonensis e 2 desses isolados foram identificados como L.
(L.) major-like que foram confirmados também por tipagem por anticorpos monoclonais.

O microteste de MTT modificado mostrou-se eficaz para avaliagcdo da
sensibilidade in vitro de promastigotas de Leishmania e macréfagos de medula como
modelo de infecg¢do por L. (V.) braziliensis. A atividade de tamoxifeno e anfotericina B foi
similar entre os isolados de Leishmania avaliados. Foi observada uma variagdo maior da
atividade desses isolados na presenca de Glucantime®, sendo que os isolados de L. (V.)
braziliensis apresentaram maior sensibilidade a essa droga. Nao foi observada correlagao
da resposta clinica dos pacientes ao tratamento com a atividade in vitro.

O modelo de infeccado por L. (V.) braziliensis na orelha pode ser usado para
avaliacao da eficacia de drogas antileishmania, mas deve ser considerada a progressao
da infeccado e a carga parasitaria. Tamoxifeno reduziu a carga parasitaria e tamanho da
lesdo de camundongos infectados com L. (V.) braziliensis.

Um isolado apresentou morfologia flagelar distinta daquela observada em

promastigotas convencionais de Leishmania.
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Objectives: The aim of this study was to evaluate the efficacy of tamoxifen in vivo in experimental
models of cutaneous (CL) and visceral leishmaniasis (VL) caused by Leishmania braziliensis and
Leishmania chagasi, respectively.

Methods: Drug activity was assessed against intracellular amastigotes by treating infected macrophage
cultures and evaluating the number of infected cells. In vivo efficacy of tamoxifen was tested in
L. braziliensis-infected BALB/c mice and in L. chagasi-infected hamsters. Treatment with 20 mg/kg/day
tamoxifen was administered for 15 days by the intraperitoneal route. Efficacy was evaluated through
measurements of lesion size, parasite burden at the lesion site or liver and spleen and survival rate.

Results: Tamoxifen killed L. braziliensis and L. chagasi intracellular amastigotes with 50% inhibitory
concentrations (ICso) of 1.9+ 0.2 and 2.4 + 0.3 M, respectively. Treatment of L. braziliensis-infected
mice with tamoxifen resulted in significant reductions in lesion size and 99% decrease in parasite
burden, compared with mock-treated controls. L. chagasi-infected hamsters treated with tamoxifen
showed significant reductions in liver parasite load expressed as Leishman—Donovan units and 95%
to 98% reduction in spleen parasite burden. All animals treated with tamoxifen survived while 100% of

the mock-treated animals had died by 11 weeks after the interruption of treatment.
Conclusions: Tamoxifen is effective in the treatment of CL and VL in rodent models.

Keywords: chemotherapy, cutaneous leishmaniasis, visceral leishmaniasis, selective oestrogen receptor

modulator, SERM

Introduction

Leishmania braziliensis is the most common causative agent of
cutaneous leishmaniasis (CL) and mucocutaneous leishmaniasis
in the New World and the main cause for the high annual inci-
dence of the disease in Brazil.! Visceral leishmaniasis (VL),
caused by Leishmania chagasi in Latin America, is the most
severe form of the disease and may lead to death if untreated.’
Leishmaniasis treatment is based on parenteral administration
of highly toxic drugs, including pentavalent antimonials,
amphotericin B and pentamidine. Resistance to antimonials is

widespread in India and oral administration of miltefosine
has emerged as an alternative approach, having been approved
for management of VL.> Despite current reports validating
miltefosine as a satisfactory chemotherapeutic compound in the
treatment of L. braziliensis-infected patients in Bolivia, low
effectiveness against L. braziliensis-infections has been reported
in Guatemala.” Therefore, the investigation of alternative leish-
manicidal drugs remains imperative.

Tamoxifen, a classical oestrogen receptor antagonist in breast
tissue, has been in clinical use for the treatment of breast cancer
since 1971.> We have previously shown that tamoxifen is active

*Corresponding author. Tel: +55-11-30917334; Fax: +55-11-30917417; E-mail: srbulian@icb.usp.br
TBoth authors contributed equally to this work.
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against several species of Leishmania in vitro.* Recently, we have
also demonstrated that treatment of L. amazonensis-infected
BALB/c mice with tamoxifen results in significant reductions in
lesion and ulcer sizes, as well as in a sharp decrease in parasite
burden.’

In this work, we have focused on the investigation of
tamoxifen efficacy in the treatment of leishmaniasis using two
distinct rodent models to mimic CL and VL caused by
L. braziliensis and L. chagasi, respectively.

Materials and methods

The strains used were L. (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/2001/
BA788) and L. (Leishmania) chagasi (MHOM/BR/1972/LD).

Drug cytotoxicity and activity against intracellular amastigotes
were performed as described previously,” except that BALB/c bone
marrow-derived macrophages were used. Assays with the reference
drug meglumine antimoniate (kindly donated by Sanofi-Aventis)
were performed in parallel as described previously.® Experiments
were repeated at least three times.

In vivo experiments were approved by the Ethics Committee for
Animal Experimentation. Female BALB/c mice (n=6-8) were
infected in the left ear with 1x10° L. braziliensis promastigotes
as described previously.” Three weeks post-infection, groups
were randomized according to the lesion size and 20 mg/kg/day
tamoxifen (6 mg/mL tamoxifen citrate solutions in 150 mM NaCl),
20 mg/kg/day meglumine antimoniate or sterile saline was adminis-
tered by the intraperitoneal (ip) route for 15 days. Lesion size was
recorded as the difference between infected and non-infected ear
thickness. Parasite burden was determined 6 weeks after infection
using the limiting dilution method.” Body weight was recorded
before and after treatment.

Golden hamsters (male or female, n=6-12) were infected with
1x10* L. chagasi amastigotes ip. Four weeks post-infection,
animals were treated as described for BALB/c mice. At the end of
the treatment, parasite burden was determined in the liver as
Leishman—Donovan units (LDU) and in the spleen by the limiting
dilution assay.” Parasite quantification was obtained for half of the
animals in each group. The survival rate of the remaining animals
was followed up for 3 months after the interruption of treatment.
Serum concentrations of urea and creatinine were determined in
hamsters at the end of treatment, using sets of commercial reagents
(Doles Reagentes e Equipamentos para Laboratérios, Ltda., Brazil).
Each in vivo experiment was repeated independently at least twice.

L. braziliensis and L. chagasi promastigotes differentiated from
amastigotes recovered from treated animals were used to test
drug sensitivity by determination of tamoxifen ICsy through

cleavage of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) as previously described.*

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA
followed by Dunnett’s post hoc test (GraphPad Prism, CA, USA).
A P value of <0.05 was considered statistically significant.

Results

Prior to the determination of tamoxifen activity against intracellu-
lar amastigotes, cytotoxicity assays were performed. The ICsq of
tamoxifen for bone-marrow macrophages was higher than
20 wM. The treatment of L. braziliensis- or L. chagasi-infected
macrophages with increasing concentrations of tamoxifen for
48 h allowed the determination of ICsgs for intracellular amasti-
gotes (Table 1) and indicated that infection was completely abro-
gated with 9 puM tamoxifen. The reference drug meglumine
antimoniate was assayed in parallel with tamoxifen and ICs,
values were within the expected range (Table 1).

L. braziliensis-infected BALB/c mice were treated with
saline, tamoxifen or meglumine antimoniate ip for 15 days. The
treatment was initiated 3 weeks post-inoculation allowing the
establishment of infection and development of lesions. At the
end of the treatment, no statistically significant differences
were detected in body weight between groups (tamoxifen,
22.6 +0.7 g; meglumine antimoniate, 23.9 + 1.6 g; control,
23342.09).

Seven days after the end of treatment, all the animals that
received saline showed erythema and swelling at the infection
site. A significant decrease in the average lesion size was
observed for tamoxifen and meglumine antimoniate-treated mice
compared with mock-treated animals (Figure la). The average
size of lesions at this timepoint was smaller in mice treated with
tamoxifen than with meglumine antimoniate but this difference
was not statistically significant.

Parasite burden in the lesion was evaluated at 6 weeks after
inoculation of parasites (Figure 1b). Significant reductions of
99.0% and 99.9% were observed in tamoxifen- and meglumine
antimoniate-treated mice, respectively (Figure 1b).

The treatment of L. chagasi-infected golden hamsters was
initiated 4 weeks after infection. At the end of treatment, signifi-
cant decreases in the liver (Figure 2a) and spleen (Figure 2b)
parasite burden were detected in hamsters treated with tamoxifen
compared with the control group. Tamoxifen was as effective as
meglumine antimoniate with a 95% to 98% reduction in parasite
load.

Table 1. In vitro activity of tamoxifen and meglumine antimoniate against Leishmania

intracellular amastigotes

Tamoxifen (LM)*

Meglumine antimoniate (jg/mL)"

IC50 (95% CI) ICqo IC50 (95% CI) 1Cyg
L. (V.) braziliensis 1.9+0.2 (1.7-2.1) 6.0 77.3 +12.1 (63.6—87.8) 404.9
L. (L.) chagasi 24403 (2.1-2.7) 7.9 259.3 +44.5 (214.8-303.8) 1024.7

“Values are expressed as means + SD; 95% confidence intervals are shown in parentheses.

Values are expressed as pentavalent antimony [Sb"].
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Figure 1. In vivo efficacy of tamoxifen in L. braziliensis infection. Female BALB/c mice were infected with L. braziliensis promastigotes in the left ear.
Three weeks after infection, treatment was initiated with saline (S), 20 mg/kg/day tamoxifen (T) or meglumine antimoniate (A) ip for 15 days. (a) Lesion
thickness recorded 6 weeks after infection (*P < 0.05). (b) Parasite burden quantified by limiting dilution 7 days post-treatment (*P < 0.05). The results
correspond to the mean of three independent experiments, each of them with n=6 per group.
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Figure 2. In vivo efficacy of tamoxifen in L. chagasi infection. Golden hamsters were infected with L. chagasi amastigotes. Four weeks post-infection,
treatment was initiated with saline (S), 20 mg/kg/day tamoxifen (T) or meglumine antimoniate (A) ip for 15 days. (a) LDU measured by the number of
amastigotes/cell xliver weight (mg) (*P < 0.0001). (b) Parasite burden quantified by limiting dilution at the end of the treatment (7 weeks post-infection)
(*P < 0.05). The results correspond to one of two independent experiments, n=12 per group.

To evaluate nephrotoxicity after treatment, serum levels of
urea and creatinine were determined. No statistically significant
alterations were detected between groups (data not shown).
Additionally, at the end of treatment, the average body weight
showed no  significant  variation between  untreated
(138.7 + 12.4 g), tamoxifen-treated (127.8 +9.3 g) and meglu-
mine antimoniate-treated animals (139.4 + 15.9 g).

After the interruption of treatment, the survival rate was also
assessed. Death in saline-treated animals was detected from
week 12 post-infection. By week 18, all control hamsters had
died, while a 100% survival rate was registered in tamoxifen
and meglumine antimoniate-treated groups.

Lastly, we investigated whether parasites recovered from
tamoxifen-treated mice or hamsters presented reduced sensitivity
to the drug. Tamoxifen ICs, values for L. braziliensis and
L. chagasi promastigotes recovered from tamoxifen-treated
animals were not different from those determined for parasites
isolated from control mice (17.7 £ 0.4 and 18.4 + 0.7 puM for
treated and control L. braziliensis and 16.1+1.9 and
14.7 + 2.9 pM for treated and control L. chagasi, respectively).

Discussion

Tamoxifen, a triphenylethylene derivative, has been shown to be
cytotoxic to several neoplastic cell types.® In vitro effects of

tamoxifen have also been established for fungal cells’ and
Leishmania parasites.4 Having demonstrated the in vitro activity
of tamoxifen against several species of Leishmania, we
now show its effectiveness in vitro and in vivo against an
L. braziliensis isolate obtained from a Brazilian patient with CL
and on a L. chagasi reference strain.

For in vivo efficacy tests, the tamoxifen dose was chosen
based on previous reports that established the drug levels in
mouse serum after ip administration of 25-100 mg/kg/day
tamoxifen.'® The dosage scheme used in the present experiments
did not lead to alteration of body weight or other toxic effects.

An ideal experimental model for L. braziliensis infections
would be characterized by initial cutaneous lesions followed
by spreading to mucocutaneous sites. Unfortunately, such a
model is unavailable as yet. BALB/c mice infected in the ear
dermis behave as a model of localized CL with erythema and
oedema developing at the inoculation site after 3 weeks of
infection and evolving to spontaneous healing within 10 weeks
of infection. Consequently, to evaluate treatment efficacy, we
compared lesion sizes and parasite burden at the lesion peak,
6 weeks after infection. Meglumine antimoniate’s effect was
more pronounced than tamoxifen’s but both drugs significantly
reduced the number of parasites at the site of infection. As
expected, treatment with meglumine antimoniate did not lead to
sterile cure, as observed previously in animal models as well as
in humans."!
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We have also established that tamoxifen, when administered
to hamsters infected with L. chagasi, significantly reduces para-
site numbers in both the liver and the spleen. Parasite burden
quantified after treatment with tamoxifen was equivalent to that
observed in animals receiving meglumine antimoniate.
Outstandingly, the percentage of survival was identical between
drug-treated groups, whereas saline-treated animals did not
survive 18 weeks post-infection. Hamsters infected with
L. chagasi develop a progressive disease closely mimicking
active human VL. This is, therefore, an appropriate model to test
the effect of tamoxifen on L. chagasi infection and confirm its
effective leishmanicidal action.

The anti-oestrogen tamoxifen is one of the most prescribed
anticancer drugs in the world. Indicated for treatment or preven-
tion of breast cancer, it is used continuously for 5 years with
daily doses of 20-40 mg.12 Clinical trials have extensively
examined the side effects of tamoxifen and the most worrying
consequence of prolonged use of this drug is the potential devel-
opment of endometrial carcinoma.? In this work, tamoxifen was
effective as a short-term treatment. We have previously observed
that this scheme does not induce changes in uterine weight or
histopathology in BALB/c mice® (data not shown).

The efficacy of tamoxifen was the same in male and female
hamsters. As the majority of clinical experience with tamoxifen
derives from its use in women, concerns could be raised about
its toxicity in men. Interestingly, clinical trials have been con-
ducted to determine tamoxifen’s usefulness as an antimanic
agent.m’14 Daily tamoxifen doses of 10—80 mg/day for up to 3
weeks were well tolerated in a controlled test treating 29 patients
diagnosed as having bipolar disorder.'> Another double-blind
placebo-controlled study reported that 20—140 mg/day tamoxi-
fen for 3 weeks did not induce any severe adverse effect in men
or women undergoing the treatment. Decreased appetite was
the only statistically significant event with increased frequency
in the tamoxifen group compared with placebo.14 These data
indicate that tamoxifen could be safely used in men as well.

The data presented here together with our previously reported
findings on tamoxifen’s efficacy in L. amazonensis-infected
mice® provide the grounds to extend the tests to other models of
Leishmania infection. This pioneering alternative may work as a
novel chemotherapeutic approach to treat leishmaniasis.
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